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POVZETEK 
Glioblastomske matične celice (GMC) so majhna populacija slabo diferenciranih 
celic, prisotna v multiformnem glioblastomu (GBM), eni izmed oblik možganskega tumorja. 
Imajo samoobnovitveni potencial in so se sposobne diferencirati v različne vrste tumorskih 
celic. Odporne so na vse oblike zdravljenja in tako vedno ostane majhen delež teh celic, ki 
so odgovorne za ponovno rast tumorja. Zato bi bila za uspešno terapijo glioblastoma 
potrebna odstranitev prav vseh GMC. K invazivnosti in celični migraciji glioblastomskih 
celic prispeva izražanje in delovanje cisteinske karboksi peptidaze katepsina X, ki ima 
pomembno vlogo pri tumorski progresiji. 
V magistrski nalogi smo na glioblastomski celični liniji U87 želeli ovrednotiti vlogo 
katepsina X v celicah, podobnim glioblastomskim matičnim celicam (GSCs). Celice U87 so 
sposobne tvorbe tridimenzionalnih celičnih skupkov, t.i. sferoidov, s katerimi se zaščitijo 
pred stimulusi iz okolja. Naši rezultati so pokazali, da s stimulacijo celic U87 dosežemo 
ekspanzijo celic GSCs. Hkrati smo v teh celicah pokazali povečano izražanje katepsina X, 
ki predstavlja možno novo tarčo pri obravnavanju zdravljenja GBM.  
V zadnjem delu magistrske naloge smo opazovali ekspanzijo celic GSCs ob 
prisotnosti specifičnega zaviralca katepsina X. Pri tem smo pokazali, da zaviranje katepsina 
X pomembno vpliva na ekspanzijo celic GSCs. Iz zbranih rezultatov lahko sklepamo o 
pomembnosti katepsina X v GMC, hkrati pa vidimo da bi uravnavanje proteaze v teh celicah 
lahko vodilo v nove možnosti zdravljenja GBM.   
 
KLJUČNE BESEDE: multiformni glioblastom, glioblastomske matične celice, 
katepsin X, ireverzibilni zaviralec  
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ABSTRACT 
Glioblastoma multiforme (GBM) is the most aggressive form of brain tumour and contains 
a population of non-differentiated cells called glioblastoma stem cells (GSC). These cells 
are capable of self-renovation, they have unlimited capability to divide and the capacity to 
differentiate themselves into other tumour cells as well. It has also been proven that this 
population of cells can regenerate tumour mass after it has been removed. This leads to the 
presumption that they can become an important target in GBM treatment. The goal of the 
treatment is to eradicate every GSC, but because of their resistance to chemo- and 
radiotherapy, this issue remains unresolved.  
In this master thesis research, we were investigating the role of cysteine peptidase 
cathepsin X in glioblastoma stem-like cells (GSCs). Cathepsin X impacts migration and 
invasion of GSCs and therefore plays an important role in tumour progression. We used 
glioblastoma cell line U87, which can form cell clusters, so called spheroids, which protect 
them from external stimuli. Our results indicate that the stimulation of U87 cells increases 
the expansion of GSCs. Moreover, we demonstrated overexpression and localization of 
cathepsin X in GSCs. We confirmed that cathepsin X has a significant role in GSCs and 
could be an important target in the GBM treatment. 
To sum up the investigation we observed the expansion of GSCs by stimulating U87 
cells with the presence of a specific inhibitor of cathepsin X. We showed that by the selective 
cathepsin X inhibition, there was observed a significant impact in the expansion of GSCs. 
In this context we believe that cathepsin X plays an important role in GBM tumour 
progression. 
 
KEY WORDS: glioblastoma multiforme, glioblastoma stem cells, cathepsin X, 
irreversible inhibitor 
Bionda G. Vloga cisteinske peptidaze katepsina X v glioblastomskih matičnih celicah. 
Magistrska naloga. 
 
VIII 
 
SEZNAM OKRAJŠAV 
 
 
ALDH 
 
 
aldehidna dehidrogenaza (angl. aldehyde dehydrogenase) 
 
BSA 
 
goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin) 
 
CM 
 
kompletno gojišče (angl. complete medium) 
 
CŽS 
 
centralni živčni sistem 
 
DMSO 
 
dimetilsulfoksid (angl. dimethyl sulfoxide) 
 
EDTA 
 
etilendiaminotetraocetna kislina (angl. ethylenediaminetetraocetic acid) 
 
EGF 
 
epidermalni rastni dejavnik (angl. epidermal growth factor) 
 
FBS 
 
fetalni goveji serum (angl. fetal bovine serum) 
 
FGF 
 
rastni dejavnik fibroblastov (angl. fibroblast growth factor) 
 
GBM 
 
multiformni glioblastom (angl. glioblastoma multiforme) 
 
GMC 
 
glioblastomske matične celice 
 
GSCs 
 
glioblastomskim matičnim celicam podobne celice (angl. glioblastoma 
stem-like cells) 
 
IgG 
 
imunoglobulin G (angl. immunoglobulin G) 
 
LAF 
 
laminarni pretok zraka (angl. laminar air flow) 
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minute 2) 
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gojišče za nevronske matične celice (angl. neural stem medium) 
 
PBS 
 
fosfatni pufer z NaCl (angl. phosphate buffered saline) 
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PI-3k 
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brez-serumsko gojišče (angl. serum free medium) 
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STEMPRO 
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free supplement formulated for growth and expansion of neural stem 
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tirozin kinazni receptor (angl. tyrosine kinase receptor) 
 
TMC 
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P 
 
Prolin 
 
Tyr 
 
Y 
 
Tirozin 
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1 UVOD 
Živčni sistem je zapleteno omrežje, ki organizmu omogoča stik z okoljem. To omrežje 
skupaj tvorita centralni živčni sistem (CŽS) in periferni živčni sistem. CŽS vključuje 
možgane in hrbtenjačo, medtem ko periferni sistem sestavljajo senzorični receptorji, živci in 
gangliji, ki so razporejeni po človeškem telesu. Ti sprejemajo informacije iz okolja in jih 
posredujejo v CŽS, ki le-te preuredi v signale, ki posredujejo določen odgovor nazaj na 
periferijo (1). 
CŽS lahko hkrati opredelimo tudi kot najbolj zapleten in najmanj raziskan del 
človeškega telesa (2). Anatomsko je zgrajen hierarhično, torej višje ko gremo, vse bolj 
kompleksne so strukture, ki sestavljajo možgane. Te strukture sestavljajo specializirane 
celice, imenovane živčne celice ali nevroni, ki so gradniki možganskega tkiva. Poleg teh se 
v možganskem tkivu nahajajo še celice glije, kot je prikazano na Sliki 1.1. Nevroni se med 
seboj povezujejo in tvorijo omrežje, preko katerega se prenašajo informacije po živčnem 
sistemu in izven njega. Tudi celice glije so ključne za normalno delovanje CŽS-a. Te celice 
predstavljajo podporo nevronom in uravnavajo prekrvavljenost možganov, ohranjajo 
tekočino, ki obdaja nevrone, regulirajo in olajšujejo komunikacijo med nevroni in sinapsami 
(3). V grobem celice glije razdelimo na makroglijo in mikroglijo. Makroglijo predstavljajo 
astrociti in oligodendrociti, medtem ko celice mikroglije po svojem izvoru niso živčne 
celice, ampak izvirajo iz hematopoetskih celic in predstavljajo mononuklearne fagocite. 
Mikroglija ima pomembno vlogo pri vnetnih procesih v CŽS-u in imunskem odzivu. Poleg 
tega celice mikroglije interagirajo z različnimi celicami in imajo tako pomembno vlogo tudi 
pri razvoju in fuknciji CŽS-a, med drugim sodelujejo pri t.i. obrezovanju sinaps in s 
fagocitozo regulirajo ravnotežje apoptoznih nevronov (4,5). Med embrionalnim razvojem 
nastanejo nevroni in celice glije iz t.i. nevronskih matičnih celic. Te celice imajo sposobnost 
samo-obnavljanja in diferenciacije v različne tipe možganskih celic (2). 
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Slika 1.1 Celice centralnega živčnega sistema (prirejeno po 3). 
Centralni živčni sistem (CŽS) v grobem sestavljajo 3 vrste celic: nevroni, celice glije in vaskularne 
celice. Celice CŽS-a, makroglija in nevroni, nastanejo iz prekurzorskih celic, imenovanih živčne 
matične celice. Poleg teh celic, so v možganih prisotne tudi celice mikroglije, ki po izvoru pripadajo 
hematopoetskemu sistemu.    
Pri raznih bolezenskih stanjih CŽS-a, bodisi nevrodegenerativnih boleznih kot sta 
Parkinsonova in Alzheimerjeva bolezen, bodisi raznih oblikah možganskega tumorja, pride 
do ireverzibilnega uničenja možganskih celic in možganskega tkiva. Vse to vodi v 
spremembe možganskih struktur, kar se pri bolnikih kaže kot izguba kognitivnih in fizičnih 
funkcij (2). Bolezni CŽS-a še vedno ostajajo področje, pri katerem ni jasnih odgovorov na 
vprašanja o nastanku in razvoju, zaradi česar je pomembno, da se znanstveniki usmerjajo v 
raziskovanje le-teh.  
Pomemben delež bolezenskih stanj v CŽS-u predstavljajo možganski tumorji. V 
CŽS-u je najpogostejša oblika neoplazme gliom. Ti tumorji se razvijejo iz celic glije in 
predstavljajo infiltrativne tumorje, ki prizadanejo okoliško možgansko tkivo.    
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1.1 Gliom 
Gliom je najpogosteje diagnosticirana oblika možganskega tumorja. Gre za vrsto neoplazme, 
ki se lahko razvije v možganih ali hrbtenjači, nastane pa z diferenciacijo različnih celic CŽS-
a. Kot pove ime samo, se gliom razvije iz različnih celic glije (6). Te celice se pod vplivom 
različnih dejavnikov spremenijo v tumorske celice. Delitev tumorskih celic generira rast 
tumorja, saj te celice izgubijo nadzor nad celično delitvijo in se neomejeno dolgo delijo (7). 
Kljub mnogim raziskavam, ki so usmerjene v raziskovanje novih možnosti zdravljenja, še 
vedno niso odkrili učinkovite oblike kemoterapije za zdravljenje možganskih tumorjev. 
Tako je večina gliomov neozdravljivih in stopnja preživetja bolnikov navadno ne presega 12 
mesecev. Vendar po statističnih podatkih gliomi niso pogoste neoplazme, namreč na nivoju 
ZDA vsako leto na 100 000 prebivalcev diagnosticirajo le 6 novih bolnikov (6,8). Ti so po 
večini pripadniki starejše populacije po 60. ali 70. letu (6).  
Poznamo več vrst gliomov, ki jih razvrstimo glede na vrsto celic iz katerih nastane, 
lokacijo in stopnjo razširjenosti (6):  
Preglednica I. Vrste možganskih tumorjev glede na vrsto celic, lokacijo in stopnjo 
razširjenosti. 
 
Glede na vrsto celic 
Ependimom - nastane iz epidemalnih celic. 
Astrocitom - nastane iz astrocitov. 
Oligodendrogliom - nastane oligodendroglialnih celic. 
Mešani gliom - nastane iz različnih živčnih celic. 
 
 
Glede na lokacijo 
Supratentorialni - tumor se nahaja nad membrano cerebruma. 
Ta oblika je bolj pogosta pri odraslih (70%). 
Infratentorialni - tumor se nahaja pod membrano cerebruma.  
Ta oblika je bolj pogosta pri otrocih.  
Glede na stopnjo 
razširjenosti 
Tumorji glioma so navadno IV. stopnje. 
Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) loči 4 stopnje razširjenosti tumorjev, in 
sicer stopnje I, II, III in IV. Pri tem so tumorji nižje stopnje lažje ozdravljivi in niso tako 
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maligni. Višja ko je stopnja razširjenosti, slabše so diferencirane celice, ki so bolj odporne 
na terapijo in posledično je stopnja preživetja nižja (9). Na splošno za vse gliome velja, da 
so to tumorji, ki so slabše definirani zaradi infiltrativne rasti v možganskem tkivu. So 
invazivni in zanje so značilne pogoste metastaze po različnih predelih možganov, pri čemer 
redko sistemsko metastazirajo (7).   
V našem raziskovalnem delu se osredotočamo predvsem na multiformni glioblastom 
(GBM), možganski tumor, ki nastane iz različnih celic glije. Taka vrsta neoplazme lahko 
začne nastajati v možganih ali v hrbtenjači (6). 
1.1.1 Multiformni glioblastom 
Glioblastom je najpogostejši možganski tumor pri odraslih (10). Kar 40% vseh tumorjev, 
diagnosticiranih v CŽS-u, lahko po WHO opredelimo kot glioblastom (6). Po lestvici, ki jo 
je zasnovala WHO, GBM opredelimo kot tumor IV. stopnje in ga ovrednotimo kot maligni 
tumor, ki je mitotsko aktiven, povzroča nekrozo tkiva, hkrati pa so zanj značilni tudi jedrni 
polimorfizmi (11,12).   
GBM spada med najbolj agresivne oblike rakavih obolenj, ravno zaradi svojega 
hitrega napredovanja in visoke stopnje umrljivosti. Za tumorske celice je značilna 
infiltrativna rast in odpornost na radio- in kemoterapijo (6). Po podatkih Centralne baze 
možganskih tumorjev ZDA, je statistično gledano GBM še vedno zelo redka bolezen. 
Stopnja incidence je 3,19 obolelih na 100 000 prebivalcev. Hkrati le-ta narašča s starostjo 
ljudi in doseže vrh pri 75.-85. letih, pri čemer se pogosteje pojavlja pri moški populaciji bele 
rase (13). Da gre za zelo agresivno obliko tumorja kaže tudi podatek, da je stopnja preživetja 
v povprečju od 10 do 14 mesecev po prvi diagnozi (2,6,12,14,15). Vendar je temu tako tudi 
zaradi številnih omejitev zdravljenja, kot so visoka starost bolnikov, mesto nahajanja 
tumorja in še vedno slaba raziskanost patofiziologije samega tumorja (13).   
Na molekularnem nivoju gre za zelo heterogeno obliko tumorja, za katerega je 
značilna infiltrativna rast. Neoplastične celice imajo namreč zmožnost premika po 
možganskih strukturah, tako celice med nastankom in progresijo tumorja pridobijo gibljivost 
in lahko migrirajo vse do druge možganske hemisfere ter tam povzročijo nastanek nove 
tumorske tvorbe oziroma tam metastazirajo (11,16). Ravno zato je zdravljenje izredno 
zapleteno, saj celotna kirurška odstranitev tumorja ni mogoča, zaradi česar vedno preostane 
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nekaj tumorskih celic, ki so odgovorne za nove neoplastične tvorbe in s tem ponovitev 
bolezni (16).  
Heterogenost se kaže tudi na morfološkem nivoju, saj glioblastomsko obliko tumorja 
sestavljajo različne vrste celic. Neoplastične celice lahko izvirajo tako iz astrocitov, 
oligodendritov kot tudi iz epidemalnih celic. Najpogosteje pa gre za slabo diferencirane 
celice podobne astrocitom, ki spodbujajo celični pleomorfizem, nekrozo tkiva in vaskularno 
endotelijsko proliferacijo (6). Te iste celice so hkrati tudi izredno invazivne, vendar za 
razliko od drugih rakavih celic ne metastazirajo skozi krvne žile in kosti, zato so sistemske 
metastaze opisane zelo redko (6,16).    
Morfološko lahko glioblastom razdelimo na dva podtipa, glede na prisotnost ali 
odsotnost prekurzorskih lezij. Poznamo primarni glioblastom (v 90% primerov), ki se razvije 
''de novo'', brez kakršnih koli prej znanih lezij in je pogostejši pri odraslih bolnikih nad 50. 
letom starosti. Sekundarni glioblastom pa pomeni razvoj iz že znanega nizko stopenjskega 
astrocitoma ali anaplastičnega astrocitoma, ki je po WHO lestvici praviloma II. ali III. 
stopnje. Razvoj iz ene v drugo obliko pa lahko traja od 5 do 10 let, odvisno od 
diferenciranosti astrocitov (6,15,16,17). Sekundarni glioblastom je pogostejši pri mlajših 
bolnikih in ima nižjo stopnjo nekroze ter predvsem boljše izide zdravljenja (17).  
Razvoj tumorjev je zelo kompleksen proces, ki ga uravnavajo mutacije številnih 
genov, onkogenov in tumorskih supresorjev (11). Raziskave patogeneze GBM kažejo na to, 
da pride do maligne transformacije največkrat zaradi sprememb v signalizaciji za regulacijo 
rastnih dejavnikov in njihovih receptorjev (17). Ti rastni dejavniki z vezavo na svoj receptor 
v celici sprožijo procese za delitev celice. Če ti receptorji mutirajo, pride posledično do 
konstantnih signalov za celično delitev (18). V primeru glioblastoma so najpogosteje 
vključeni rastni dejavniki, in sicer vaskularni endotelijski rastni dejavnik (VEGF), 
epidermalni rastni dejavnik (EGF) in rastni dejavnik trombocitov (PDGF). Hkrati pride 
lahko tudi do mutacije na proti-onkogenih kot je na primer protein p53 ali mutacije na genih 
za retinoblastom (RB) in genih za inhibitorje od ciklinov odvisnih kinaz -p16 (17). Na 
molekularnem nivoju sta oba podtipa GBM zelo različna, kljub temu pa se klinično podobno 
izražata, saj so pri obeh oblikah vključene enake poti in tako tudi podobno reagirata na 
različne oblike zdravljenja (17). Primarni glioblastom ima pogosto povišan mutiran receptor 
za EGF, medtem ko ima sekundarna oblika povečano signalizacijo preko receptorja za 
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PDGF (18). Posledično obe obliki mutacij vodita do povečane oz. stalne aktivnosti tirozin 
kinaznega receptorja (TKR), tudi brez vezave specifičnega rastnega dejavnika. Aktivacija 
TKR-ja pa vodi do aktivacije onkogenov kot je protein RAS (17). Poleg tega pride po navadi 
v primarnem GBM-u do povečanega izražanja gena, ki nosi zapis za protein E3 ubikvitin 
ligazo (MDM2), ki kodira protein za inhibicijo pro-onkogena p53, medtem ko pri 
sekundarnem podtipu največkrat pride do neposrednih mutacij na proteinu p53. Vse te in 
druge spremembe na molekularnem nivoju pa vodijo do povečanja signalizacije za celično 
razmnoževanje, kar vodi v povečano celično proliferacijo, inhibicijo apoptoze, invazijo in 
angiogenezo ter posledično razvoj tumorja (17).  
Klinično se GBM kaže z nevrološkimi simptomi, kot so glavoboli, zmedenost 
bolnikov, izguba spomina, pride lahko tudi do sprememb v obnašanju in v kasnejših fazah 
tudi do pojava epileptičnih napadov (17). Osnovna metoda za odkrivanje in določanje 
tumorjev je slikanje z magnetno resonanco, s čimer lahko dobimo obliko, velikost in mesto 
nahajanja samega tumorja. Hkrati se z napredkom tehnologije pojavljajo tudi nove 
posodobljene oblike magnetne resonance, ki priskrbijo več informacij v smislu strukturnih 
sprememb, s katerimi lahko razlikujemo podtipe različnih gliomov (12). Standarni režim 
zdravljenja vključuje kirurško odstranitev oziroma resekcijo tumorja, nato pa kombinacija 
radio- in kemoterapije. Vendar kot je bilo že omenjeno, je GBM tumor, ki je odporen na vse 
oblike zdravljenja.  
Vse več je dokazov, da k tovrstni rezistenci na razne oblike zdravljenja prispevajo 
tumorske matične celice (TMC) (17). Z odkritjem le-teh se je zgodil premik v odkrivanju 
patogeneze in posledično zdravljenja glioblastoma. TMC izkazujejo matičnim celicam 
podobne lastnosti, torej so zmožne samo-obnovitve in so multipotentne. Prav zaradi teh 
lastnosti so zmožne ponovne rekonstitucije tumorja po kirurški odstranitvi in ostalih 
terapijah zdravljenja. Poznavanje značilnosti in mehanizma delovanja TMC je zato 
ključnega pomena za načrtovanje uspešnih strategij zdravljenja glioblastomov (19). 
1.2  Tumorske matične celice 
Odkritje TMC leta 1937 je bil eden izmed mejnikov v razumevanju nastanka rakavih 
bolezni. Najprej so odkrili matične celice za levkemijo, nato pa so počasi z raziskovalnim 
delom odkrivali TMC še za druge trdne oblike tumorjev, kot so rak dojk, možganov, 
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prostate, pankreasa, pljuč idr. Kot je že omenjeno, so TMC edine tumorske celice, ki so 
multipotentne in hkrati sposobne samo-obnovitve. Te lastnosti pripisujemo matičnim 
celicam, zato obstaja logična predpostavka, da TMC nastanejo z mutacijo tkivnih matičnih 
celic v nekem organu (20). Vendar se v zadnjih letih odpirajo raziskave, ki kažejo na veliko 
heterogenost znotraj tumorja. Zato je v zadnjem času obveljala t.i. hierarhična teorija, ki 
pravi da razvoj tumorskih celic ni posledica naključnih mutacij, ampak nastane kot rezultat 
medceličnega komuniciranja in hierarhije, na vrhu katere so prav TMC. Te lahko nastanejo 
iz različnih vrst celic znotraj obolelega tkiva. V številnih raziskavah so potrdili 
dediferenciacijo tkivnih matičnih celic v TMC, diferenciacijo teh v tumorske celice, vendar 
pa se le-te po neznanem mehanizmu lahko dediferencirajo tudi v TMC (11,15). Z dodatnimi 
mutacijami in modifikacijami pa se lahko TMC dediferencirajo tudi v še bolj agresivne 
različne podtipe TMC. Zato pravimo, da so tumorske celice heterogene celične populacije 
različnega izvora (20).  
TMC so visoko rezistentne na vsako obliko terapije, kar lahko pripišemo njihovim 
popravljalnim mehanizmom DNA, ki so mnogo bolj učinkoviti kot v navadnih tumorskih 
celicah. Hkrati so te celice tudi zelo genomsko nestabilne, kar dodatno prizanese njihovi 
odpornosti. Izražajo visoko ekspresijo proteinskih prenašalcev, ki z eksocitozo enostavno 
izločajo kemoterapevtike iz celic. Dodatno k temu prispevata še povečana koncentracija 
aldehidne dehidrogenaze (ALDH), ki v veliki meri razgrajuje dostavljeno zdravilo in pa tudi 
akumulacija proti apoptoznih proteinov (20). Odpornost na kemoterapijo pa se kaže tudi v 
samem delovanju kemoterapevtikov, namreč večina teh deluje na hitrodeleče se celice, v 
nasprotju pa se TMC delijo upočasnjeno oziroma so ne deleče (21). 
1.2.1  Glioblastomske matične celice 
Več raziskav kaže na prisotnost majhne populacije TMC tudi v GBM, ki jih krovno 
imenujemo glioblastomske matične celice (GMC). Raziskave so pokazale njihovo 
pomembno vlogo pri patogenezi glioblastoma, saj so odgovorne za tumorsko iniciacijo, 
invazivno rast in nastanek metastaz (21,22). Znotraj CŽS-a lahko te celice nastanejo iz 
različnih vrst celic, kar prikazuje Slika 1.2.   
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Slika 1.2 Izvor tumorskih matičnih celic (povzeto po 11). 
GMC lahko nastanejo s preoblikovanjem nevralnih matičnih celic (1), z dediferenciacijo že zrelih 
astrocitov v predniške celice nevralnega tkiva (2), in nato z mutacijo in preoblikovanjem v GMC (4). 
Možna pa je tudi dediferenciacija tumorskih glioblastomskih celic v GMC (5).  
GMC predstavljajo majhno heterogeno subpopulacijo celic GBM-a, ki so odgovorne 
za tumorsko rast in metastazo (23). Zmožne so asimetrične delitve. To pomeni, da pri delitvi 
nastane identična hčerinska celica ter poleg nje še ena bolj diferencirana celica, ki s svojo 
nadaljnjo delitvijo generira rast tumorja (21). Če povzamemo, so GMC celice znotraj GMB-
a s samo-obnovitvenim potencialom, ki spodbujajo nastanek heterogenih rakavih celic. Prav 
zato znanstveniki raziskujejo model matičnih celic v tumorjih, saj bomo z razumevanjem le-
teh prišli tudi do novih uspešnejših terapij. Cilj je seveda popolna odstranitev GMC, ki so 
zaradi svojih lastnosti zmožne ponovne tvorbe tumorske mase (21). 
Populacije TMC so identificirali v številnih trdnih tumorjih, pri tem TMC iz različnih 
tkiv izkazujejo nekatere podobnosti, kot so zmožnost asimetrične delitve, odpornost na 
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zdravila in samo-obnovitveni potencial. TMC izražajo določene specifične označevalce, po 
katerih jih lahko ločimo od drugih celic v tumorju. Ti označevalci so navadno membranski 
proteini, vendar TMC iz različnih tkiv med seboj izražajo različne površinske glikoproteine, 
tako da za njihovo identifikacijo ni enotnega označevalca, ki bi omogočal prepoznavanje teh 
celic. Navadno se uporablja kombinacija različnih površinskih označevalcev za 
prepoznavanje TMC v vzorcih, kot so npr. CD20, CD24, CD34, CD44, CD90, CD117 in 
CD133. Znani označevalci za prepoznavanje GMC so SOX-2, Nestin in CD133 (23). 
Dokazano kombinacija različnih označevalcev (npr. CD133 in Nestin), korelira z 
naraščajočo invazivnostjo GBM in slabšim preživetjem bolnikov (11).  
Najpogosteje uporabljen površinski označevalec TMC, kot tudi GMC, je protein CD133 
(31). Z drugim imenom tudi prominin-1 je transmembranski glikoprotein, ki se nahaja v 
številnih populacijah TMC in tudi v nekaterih vrstah tumorskih celic (21). Zaradi izražanja 
na površini membran tumorskih celic, mu rečemo površinski označevalec TMC (15). Najprej 
so dokazali njegovo prisotnost v hematopoetskih celicah in v živčnih matičnih celicah, 
kasneje pa je ta protein postal pomemben označevalec različnih TMC (24,11). Hkrati se ta 
označevalec izraža kar v 80-90% vseh GBM (9). Morfološko se kaže z dvema manjšima 
znotrajceličnima zankama in dvema večjima zunajceličnima, kot prikazuje Slika 1.3 (24). 
 
Slika 1.3 Struktura proteina CD133 (prirejeno po 24). 
Površinski označevalec CD133 je transmembranski protein, ki celično membrano prebada kar 5-
krat, pri čemer ustvarja celične zanke. CD133 je sestavljen iz 2 večjih zunajceličnih in 2 manjših 
znotrajceličnih zank. 
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Protein CD133 ni le površinski označevalec, ampak nosi tudi funkcijsko vlogo, saj 
sodeluje tudi pri vzdrževanju samih GMC (25). V teh celicah naj bi izražanje CD133 
koreliralo s progresijo bolezni, metastazo, povrnitvijo bolezni in na splošno slabšim 
preživetjem bolnikov pri številnih malignih tumorjih. Vendar je razumevanje same funkcije 
tega proteina v malignih celicah še vedno zelo nejasno (26). V eni izmed raziskav so 
poročali, da CD133 vpliva na proliferacijo celic in spodbuja tvorbo kolonij GMC (27). Te 
celice so hkrati podvržene številnim genetskim in epigenetskim spremembam. To pomeni, 
da hitro pride do dodatnih mutacij in GMC enostavno dediferencirajo v različne tipe 
tumorskih celic. V tumorski masi tako lahko pride do sobivanja različnih vrst GMC. Hkrati 
so potrdili tudi spreminjanje CD133 negativnih celic v CD133 pozitivne. To nakazuje na 
dejstvo, da so tudi druge tumorske celice v GBM zmožne tvorbe tumorja in vivo tudi po 
kirurški odstranitvi (11,23,28). Kljub temu CD133 velja za enega izmed glavnih površinskih 
označevalcev za prepoznavanje GMC, kar se izrablja tudi v sami terapiji za njihovo 
odstranitev (12).  
Prepoznavanje GMC preko površinskih označevalcev lahko poteka na več načinov 
in s številnimi metodami, kot so zaznava s fenotipizacijo, kvantitativna zaznava tvorbe 
sferoidov v brez-serumskem gojišču, merjenje aktivnosti ALDH in izolacija s pretočno 
citometrijo. Pri in vitro študijah GBM se za identifikacijo in proučevanje GMC najpogosteje 
uporabljajo glioblastomske celične linije, kot sta U87 ali U138. Te celice imajo neomejen 
potencial samo-obnavljanja in so multipotentne. Pod pravimi pogoji so sposobne tvorbe 
tridimenzionalnih skupkov celic, ki jim rečemo sferoidi (21,29). S pomočjo adheriranih 
sferoidnih struktur lahko proučujemo različne tipe tumorskih celic, ki so prisotne v tumorju. 
V primeru takih raziskav gre za in vitro sisteme, pri čemer moramo vedeti, da tem celicam 
manjkajo nekatere lastnosti, ki bi popolnoma odražale in vivo pogoje pri izražanju proteinov 
(20).     
Boljše razumevanje TMC, odkritje novih specifičnih označevalcev in uporaba novih 
metod za prepoznavanje, bo vodilo v boljše razumevanje rakavih obolenj in s tem tudi prihod 
novejših strategij zdravljenja (21). Ravno zaradi vsega tega pa se v zadnjem času 
znanstveniki usmerjajo v raziskovanje TMC, saj bi radi razjasnili tumorsko mikrookolje, ki 
je odgovorno za ustvarjanje razlik med subpopulacijami tumorskih celic in posledično za 
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rast tumorja. Z napredovanjem tumorja mikrookolje spodbuja invazijo in metastaziranje 
celic. Pri tem pa so pomembne interakcije oziroma t.i. medcelična komunikacija med TMC 
in navadnimi tkivnimi celicami. Šele s poznavnajem in razumevanjem tumorskega 
mikrookolja, bo možen tudi premik k razumevanju razvoja in rasti GBM (11). 
K odpornosti na vse oblike zdravljenja vsekakor prispevata tudi gibljivost in 
invazivnost GMC. Namreč te celice so zmožne spreminjanja fenotipizacije iz hitro delečih 
se celic, ki povečajo maso tumorja, v migracijske celice, ki so odgovorne za metastaziranje 
znotraj možganov. Med preobrazbo celic iz stacionarnega v migracijski fenotip pride do 
spremembe same morfologije celic in ravno tu sodelujejo razne peptidaze oz. proteaze. Tako 
in vitro kot in vivo študije so pokazale, da so slednje pomembne za invazijo GBM in so hkrati 
v določenih tipih tumorja tudi dober napovednik preživetja bolnikov (11).  
1.3 Peptidaze 
Peptidaze so družina encimov, ki katalizirajo hidrolizo peptidnih vezi, tako da olajšajo 
nukleofilni napad na karbonilno vez v polipeptidni verigi (30,31). Ločimo dve vrsti teh 
encimov, in sicer eksopeptidaze, ki cepijo verigo aminokislin na N- ali C- koncu, ter 
endopeptidaze, ki cepijo peptidno verigo na notranjem delu polipeptidne verige (31). Glede 
na katalitični mehanizem cepitve poznamo tudi več vrst peptidaz, in sicer aspartatne, 
cisteinske, serinske, treoninske in metalo- peptidaze (31).  
V organizmu so peptidaze prisotne v praktično vseh fizioloških procesih. V primeru 
zmanjšanega ali povečanega izražanja teh proteinov, lahko pride do različnih patoloških 
stanj, kot so razvoj revmatoidnega artritisa, osteoartritisa, raka, nevrodegenerativnih bolezni, 
osteoporoze idr. Peptidaze imajo zelo pomembno vlogo tudi pri nastanku in progresiji 
tumorja. Navadno je za tumorske celice značilen povišan nivo peptidaz, pri čemer le-te 
razgrajujejo zunajcelični matriks in bazalno membrano, kar je ključno za tumorsko invazijo, 
angiogenezo in metastazo. Poleg razgrajevanja primarne bariere, ki ščiti celice tkiva, lahko 
nekatere peptidaze sproščajo tudi rastne faktorje, ki potem posledično aktivirajo citokine. To 
so mediatorji, ki stimulirajo proliferacijo tumorskih in endotelijskih celic (18). Citokini so 
hkrati zmožni tudi inaktivacije endogenih peptidaznih inhibitorjev in s tem pripomorejo k 
širjenju tumorja. Peptidazam v tumorskih celicah pripisujejo številne funkcije, med drugim 
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regulirajo apoptozo tumorskih celic, lahko povečajo odpornost tumorjev in zmanjšajo 
imunski odziv. Kot je že omenjeno, pa s pomočjo medceličnega signaliziranja sodelujejo pri 
spremembi oziroma diferenciaciji tumorskih celic ter celični adheziji (30). 
1.3.1 Cisteinski katepsini 
Peptidaze, pri katerih je za delovanje nujna prisotnost aminokisline cistein v aktivnem mestu, 
imenujemo cisteinski katepsini. Tvorijo največjo družino izmed katepsinskih peptidaz, 
katero sestavljajo katepsini B, C (znan tudi kot katepsin J), F, H, K (znan tudi kot katepsin 
O2), L, O, S, W, V (znan tudi kot katepsin L2), ter katepsin X (znan tudi kot katepsin Z ali 
P). Cisteinski katepsini so v telesu sintetizirani kot neaktivni prekurzorji, ki za svojo 
aktivacijo potrebujejo kislo okolje lizosomov (23,32). Ravno zato je dolgo veljala teorija, da 
so katepsini znotrajcelični encimi, odgovorni za razgradnjo proteinov v lizosomih (30). 
Odkrili so njihovo delovanje in prisotnost tudi izven lizosomov in endosomov, in sicer v 
jedru celic, citosolu in na celični membrani, hkrati pa so dokazali tudi njihovo prisotnost v 
zunajceličnem prostoru (30,32). V novejših raziskavah pa so ugotovili, da imajo katepsini 
tudi bolj pomembno specifično delovanje v običajnih celičnih procesih, kot tudi pri številnih 
patoloških procesih (30). V fizioloških procesih sodelujejo pri razgradnji proteinov, 
nevropeptidov in hormonov, prispevajo k aktivaciji poglavitvenega histokompatibilnostnega 
kompleksa, sodelujejo pri oblikovanju kosti, procesu apoptoze ter pri diferenciaciji 
keratinocitov. Do sedaj so ugotovili tudi pomembno vlogo cisteinskih katepsinov pri razvoju 
številnih bolezni, kot so razvoj in napredovanje različnih tumorjev, sodelujejo pri vnetnih 
procesih, nastanku luskavice, mišične distrofije, aterosklerozi, revmatoidnem artritisu, 
osteoporozi in pri nastanku nevrodegenerativnih bolezni (32). Danes je znano tudi, da se 
njihovo delovanje loči po njihovi lokalizaciji, tako so tisti znotrajcelični katepsini udeleženi 
predvsem v pred-hormonsko aktivacijo, apoptozo in celično migracijo, medtem ko so 
katepsini locirani v zunajceličnem prostoru udeleženi predvsem v patološke procese, kot je 
na primer razvoj raka (30). 
Prav zato je pomembno, da v čim večji meri raziskujemo vlogo posameznih peptidaz, 
saj z njihovim poznavanjem ne bomo poglobili le znanja o nastanku in poteku posamezne 
bolezni, ampak bomo tako tudi odkrili nove možnosti zdravljenja bolezni. V naši 
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raziskovalni nalogi smo se osredotočili na cisteinsko peptidazo katepsin X in njegovo vlogo 
v GBM. 
1.3.2 Katepsin X  
Katepsin X je bila nazadnje odkrita cisteinska peptidaza, zaradi česar je njegova vloga v 
organizmu še dokaj neraziskana (31). Od drugih cisteinskih peptidaz ga ločijo struktura, 
delovanje in genom proteina. V svoji strukturi ima kratko pro-regijo in tri aminokislinske 
ostanke, ki tvorijo tako imenovano ''malo zanko'' (31,32). Prav zaradi te edinstvene zanke 
izraža drugačno delovanje od drugih predstavnikov cisteinske družine. Namreč ta strukturna 
lastnost onemogoča endopeptidazno aktivnost, tako da katepsin X deluje kot eksopeptidaza. 
Poleg tega gre za karboksi-peptidazo, torej vedno hidrolizira polipeptidno verigo na C 
končnem delu verige (30,31,33). Za razliko od drugih peptidaz, katepsin X ni široko prisoten 
v številnih tkivih v organizmu, ampak se v večini izraža v imunskih in možganskih celicah. 
V imunskih celicah se nahaja v monocitih in makrofagih, v možganih pa so največje 
izražanje katepsina X dokazali v nevronskih celicah, celicah mikroglije in v astrocitih (33). 
Fiziološka vloga katepsina X je predvsem v uravnavanju migracije, adhezije, 
proliferacije, zorenja, fagocitoze in prenosa signala v celicah. Vendar pa je v primeru 
prekomernega izražanja katepsin X vpleten v razvoj in progresijo nevrodegenerativnih 
bolezni in bolezni raka. Ravno zato so se znanstveniki zadnje desetletje usmerili v 
raziskovanje katepsina X kot nove tarče pri zdravljenju patologij z namenom razvoja novih 
terepevtskih učinkovin. Z raziskovanjem lokalizacije tega proteina, so odkrili številne tarče 
na katere deluje in zavira njihovo protektivno delovanje v celicah. Odkrili so povezanost 
katepsina X z integrinskimi receptorji, γ-enolazo, bradikininom, huntingtinom in profilinom-
1 (30,34,35).  
Katepsin X uravnava funkcijo integrinskih receptorjev in posledično lahko spremeni 
adhezivne lastnosti tumorskih celic. Integrini so velika družina transmembranskih 
receptorjev, ki se po večini nahajajo vezani na komponente zunajceličnega matriksa, kot so 
fibronektin, kolagen in laminin (36). Igrajo pomembno vlogo pri povezovanju in 
komunikaciji med citoskeletom in zunajceličnim matriksom. Ti veliki transmembranski 
receptorji so sestavljeni iz treh strukturnih domen, ki jim omogočajo delovanje, in sicer iz 
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velike zunajcelične domene, transmembranske regije in citoplazemske regije (36). V 
imunskih celicah, natančneje levkocitih, katepsin X z zaporedno cepitvijo štirih C-končnih 
aminokislinskih ostankov s citoplazemskega repa podenote β2 integrinskega receptorja 
modulira njegovo afiniteto. Cepitev integrinskega repa zmoti vezavna mesta za različne 
regulatorne in strukturne proteine, kot sta talin in α-aktinin, kar izzove reorganizacijo 
citoskeleta in morfološke spremembe, ki so povezane z migracijo imunskih celic. Na ta način 
tumorskim celicam tudi olajša migracijo skozi zunajcelični matriks in poveča invazivnost 
celic ter sposobnost metastaziranja (31,37). 
Na spremembe citoskeleta katepsin X vpliva tudi preko uravnavanja delovanja 
profilina-1. Profilin-1 je protein, ki skrbi za uravnavanje ravnotežja aktinske polimerizacije. 
Aktin je beljakovina, ki se nahaja v citoskeletu celic. V celicah v organizmu so aktinski 
filamenti pomembni predvsem pri celični delitvi in pri ohranjanju oblike celice (38). Poleg 
tega, da profilin-1 skrbi za uravnoteženo aktinsko polimerizacijo, je pomemben kot inhibitor 
tumorske progresije. Katepsin X cepi verigo profilin-1 na C-terminalnem tirozinu, s čimer 
vpliva predvsem na aktinsko polimerizacijo in poveča invazijo in migracijo tumorskih celic 
(34,39).  
Pomembna tarča katepsina X v celicah CŽS je γ-enolaza. To je citoplazemski encim, 
vpleten v proces glikolize. Izražanje γ-enolaze je v CŽS omejeno na nevrone in celice glije, 
kjer izkazuje nevrotrofičnim dejavnikom podobno delovanje, in sicer spodbuja rast in 
proliferacijo ter diferenciacijo in regeneracijo nevronov. Kot nevrotrofični dejavniki tudi γ-
enolaza izkazuje nevrotrofično aktivnost preko aktivacije dveh signalih poti, in sicer 
fosfatidilinozitol 3-kinazne (PI 3-k) in mitogen-akitivirane protein kinazne poti (MAPK). 
Delovanje le-te aktivnosti γ-enolaze je uravnavano s cisteinsko peptidazo, katepsinom X, ki 
cepi zadnji dve aminokislini na C-končnem delu proteina in tako onemogoči nevrotrofično 
delovanje γ-enolaze. Hkrati cepitev dipeptida tudi onemogoči prenos proteina do plazemske 
membrane, kar je predpogoj za nevrotrofično delovanje (30,40). Vloga nevrotrofičnih 
dejavnikov kot tudi γ-enolaze je še posebej pomembna pri nevrodegenerativnih boleznih, saj 
lahko s svojim delovanjem ščitijo poškodovane nevrone in sprožijo njihovo ponovno rast. 
Na živalskem modelu Alzheimerjeve bolezni je bila pokazana zaščitna vloga γ-enolaze in 
njena regulacija s proteolitičnim delovanjem katepsina X (41). Manj znano pa je delovanje 
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γ-enolaze in njena regulacija s katepsinom X v tumorskih celicah. Prav tako je zelo 
pomembno ustrezno ravnotežje katepsina X in γ-enolaze, saj lahko tudi pri prekomernemu 
izražanju γ-enolaze pride do tumorske progresije. Dokazali so namreč, da prekomerno 
izražanje γ-enolaze olajša prilagoditev glioblastomskih tumorskih celic na hipoksijo, 
radioterapijo in kemoterapijo (42). 
S poznavanjem katepsina X in njegovih tarč bi lahko vplivali na potek in progresijo 
bolezni pri katerih le-ta sodeluje. Ravno zato se znanstveniki usmerjajo v raziskovanje vloge 
katepsina X v TMC in zaviranje njegove aktivnosti.  
1.3.3 Zaviralci katepsina X in njihov terapevtski potencial  
Peptidaze imajo v organizmu tudi endogene zaviralce. Ti uravnavajo ravnotežje, da ne pride 
do razvoja patoloških stanj, zaradi prekomernega delovanja oziroma izražanja peptidaz. 
Najbolj znane endogene zaviralce cisteinskih katepsinov imenujemo cistatini. Njihova 
glavna fiziološka vloga je ravno uravnavanje aktivnosti cisteinskih peptidaz. Cistatini se 
nahajajo v citoplazmi ali v zunajceličnih tekočinah, medtem ko se njihove tarče, katepsini 
po večini nahajajo v lizosomih. Sam proces kako in kdaj pride do zaviranja, še vedno ni 
popolnoma razjasnjen, znano pa je da cistatini regulirajo proteolitično aktivnost v številnih 
obolenjih, ki so povezana s povečanim izražanjem cisteinskih katepsinov. Prav zato 
znanstveniki verjamejo, da lahko zaviranje proteolitične aktivnosti v različnih patologijah 
predstavlja pomembno terapevtsko orodje (32).  
V primeru nevrodegeneracije in progresiji tumorjev, so se proteazni zaviralci 
pokazali kot učinkovito farmakološko orodje. V praksi obstaja zelo malo terapevtsko 
dostopnih zaviralcev katepsina X. Eden bolj znanih splošnih zaviralcev cisteinskih 
katepsinov je ireverzibilni zaviralec E-64. Tega pridobivajo z izolacijo iz glive Aspergillus 
japonicus. Zaviralec E-64 je predvsem uporaben za zaviranje katepsinov B in L, medtem ko 
zelo šibko vpliva na delovanje katepsina X. Bolj specifični zaviralec katepsina X je sintezni 
ireverzibilni zaviralec AMS36, ki je prikazan na Sliki 1.4. Njegova selektivnost za katepsin 
X je predvsem izražena v tumorskih tkivih, v drugih tkivih pa so dokazali tudi navzkrižno 
reaktivnost s katepsinom B. Kljub temu je v raziskavah še vedno široko uporabljen kot 
specifični zaviralec katepsina X. Vpliv zaviralca AMS36 so že raziskovali na modelu 
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Parkinsonove bolezni. Živčne celice so izpostavili nevrotoksinu 6-hidroksidopaminu, ki 
uničuje dopaminergične nevrone. S tem so ustvarili pogoje podobne tistim pri Parkinsonovi 
bolezni. Zaviranje katepsina X se je izkazalo za nevroprotektivno, saj so zabeležili 
zmanjšano apoptozo celic, spodbujeno z nevrotoksinom in hkrati zmanjšanje poškodb na 
mitohondrijih (43). Podobno so ugotovili tudi, da zaviranje katepsina X zmanjša vnetni 
odziv sprožen s strani aktivirane mikroglije. Aktivirana mikroglija sprošča različne 
nevrotoksične mediatorje, ki ob prevelikem izražanju poškodujejo živčno tkivo. Zaviralec 
AMS36 je znižal povišano izražanje vnetnih mediatorjev IL-6, TNF-α in NO, ter s tem 
povezano apoptozo nevronskih celic (44).  
 
 Slika 1.4 Struktura ireverzibilnega zaviralca AMS36 (povzeto po 31). 
 
Za razliko od vloge katepsina X in zaviranja njegove aktivnosti v tumorskih celicah, 
je pomen zaviranja katepsina X v tumorskih matičnih celicah nejasen. Zaradi svoje vloge pri 
tumorski progresiji, katepsin X postaja pomembna terapevtska tarča tudi pri zdravljenju 
GBM (44). Raziskave se vse bolj osredotočajo na zaviralce, ki bi selektivno zavrli katepsin 
X in bi hkrati delovali reverzibilno. Kot učinkoviti zaviralci katepsinov so se pokazali 
triazolni zaviralci. Ti so pokazali reverzibilno selektivnost na katepsine B, S, H in tudi za 
katepsin X. V eni izmed raziskav se je za najbolj selektivnega za katepsin X pokazal derivat 
triazolnega obroča s pripetim dihidrobenzo dioksinom (zaviralec 22). Ta je učinkovito 
zmanjšal celično migracijo, pospešeno s strani katepsina X. Nevroprotektivno vlogo je 
pokazal tudi s povečanjem aktinske polimerizacije, ki je ključna za diferenciacijo nevronov 
(44).  
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Terapevtsko učinkovitih zaviralcev katepsina X ni veliko. Prav zaradi tega se 
znanstveniki vse bolj usmerjajo k pripravi sinteznih eksogenih zaviralcev, ki bi izkazovali 
dobro inhibitorno aktivnost in selektivnost na posamezne katepsine (32). Usmerjeni so 
predvsem k pripravi nizkomolekularnih in reverzibilnih inhibitorjev, s katerimi bi lahko 
vplivali na sam potek bolezni in tudi v različnih stopnjah obolenj pri katerih je povečano 
izražanje proteolitične aktivnosti katepsina X (32). 
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2 NAMEN DELA 
Katepsin X je cisteinska karboksi peptidaza, ki se v organizmu po večini izraža v imunskih 
celicah in celicah CŽS. Poznana je vloga katepsina X pri uravnavanju adhezije celic ter 
migracije in invazije tumorskih celic, nepoznana pa je vloga katepsina X v tumorskih 
matičnih celicah, ki so izrednega pomena pri patogenezi tumorja. 
Namen magistrske naloge je opredeliti vlogo katepsina X v glioblastomskih matičnih 
celicah. Spremljali bomo izražanje, aktivnost in lokalizacijo proteina v celicah podobnim 
glioblastomskim matičnim celicam (GSCs). Pri tem bomo kot celični model uporabili 
celično linijo U87, katero bomo stimulirali pri različnih pogojih, in v prvem delu magistrske 
naloge, s štetjem nastanka sferoidov ter z označevanjem površinskega označevalca CD133, 
ovrednotili prisotnost GSCs.  
Nato bomo pri različnih pogojih stimulacije celic U87 spremljali izražanje in 
aktivnost katepsina X ter njegovo lokalizacijo v odvisnosti od prisotnosti GSCs. Nivo 
izražanja katepsina X bomo preverili s pomočjo metode pretočne citometrije, njegovo 
aktivnost pa z uporabo fluorimetrične metode. S pomočjo modela ekspanzije celic GSCs in 
uporabe konfokalne mikroskopije in ustreznih označevalcev bomo pokazali lokalizacijo 
katepsina X v teh celicah. 
V zadnjem delu magistrske naloge bomo opazovali nastanek sferoidov stimuliranih 
celic U87 tudi ob prisotnosti in odsotnosti specifičnega zaviralca katepsina X. Zanimalo nas 
bo izražanje površinskih označevalcev celic GSCs ob prisotnosti zaviralca, kar bomo 
preverili s pomočjo pretočne citometrije. Na modelu ekspanzije celic GSCs bomo hkrati 
preverili tudi vpliv zaviralca katepsina X na reorganizacijo aktinskih filamentov, in sicer z 
merjenjem deleža F-aktina s pomočjo pretočne citometrije in spremljanjem aktinskega 
citoskeleta s pomočjo konfokalne citometrije. Izsledki raziskave bodo tako jasneje opredelili 
vlogo katepsina X in pomen zaviranja delovanja encima v celicah GSCs. 
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3 MATERIALI IN METODE  
3.1 Materiali 
3.1.1 Reagenti  
V Preglednici II. so navedeni reagenti in topila, ki smo jih uporabljali pri izvajanju 
eksperimentalnega dela magistrske naloge.  
Preglednica II. Seznam uporabljenih reagentov in topil z navedenim proizvajalcem. 
Reagent Proizvajalec, država 
Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH Jiangsu Vcare Pharmatech Co, Kitajska 
Accutase Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Advanced DMEM Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Advanced DMEM F12 Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
BSA Sigma-Aldrich, ZDA 
DDT Sigma-Aldrich, ZDA 
EDTA Sigma-Aldrich, ZDA 
FBS Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Formalin Sigma-Aldrich, ZDA 
Lipofectamine 2000 Invitrogen, ZDA 
Komplet reagentov: DC Protein assay Bio Rad Laboratories, ZDA 
L-glutamin Sigma-Aldrich, ZDA 
Na-acetat 
Riedel-de Haen, Honeywell Reaserch 
Chemicals, Nemčija 
NaCl 
Riedel-de Haen, Honeywell Reaserch 
Chemicals,  Nemčija 
Nigrozin Sigma-Aldrich, ZDA 
PBS Sigma-Aldrich, ZDA 
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PBS Mg/Ca Sigma-Aldrich, ZDA 
PEG 8000 Sigma-Aldrich, ZDA 
Penicilin/Streptomicin Sigma-Aldrich, ZDA 
ProLongAntifade reagent Molecular Probes, ZDA 
Tripsin Sigma-Aldrich, ZDA 
Triton X-100 
Fluka, Honeywell Reaserch Chemicals, 
Nemčija 
Tween 20 
Fluka, Honeywell Reaserch Chemicals, 
Nemčija 
3.1.2 Zaviralec katepsina X 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali zaviralec AMS36, specifični ireverzibilni 
zaviralec katepsina X, ki je bil sintentiziran na Univerzi v Ljubljani, Fakulteti za farmacijo 
(32). AMS36 je bil raztopljen v DMSO pri koncentracji 10 mM. Čistota zaviralca je bila vsaj 
96%. Na Sliki 3.1 je predstavljena sintezna pot zaviralca AMS36.  
 
Slika 3.1 Shema sinteze zaviralca AMS36 (povzeto po 32). 
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3.1.3 Protitelesa 
Primarna in sekundarna protitelesa, ki smo jih uporabili za izvedbo eksperimentalnega dela, 
so navedena v Preglednici III. 
Preglednica III. Seznam primarnih in sekundarnih protiteles z navedenim proizvajalcem. 
Primarna protitelesa Proizvajalec, država 
Kunčje poliklonsko protitelo, specifično za CD133 
Abcam, Združeno kraljestvo 
Velike Britanije in Severne Irske 
Kozje poliklonsko protitelo, specifično za katepsin X R&D Systems, ZDA 
Mišje poliklonsko protitelo, specifično za Nestin 
Abcam, Združeno kraljestvo 
Velike Britanije in Severne Irske 
Sekundarna protitelesa Proizvajalec, država 
Kozja protitelesa proti kunčjim, označena z Alexa Flour 
488 Invitrogen, ZDA 
Kozja protitelesa proti kunčjim, označena z Alexa Flour 
555 Invitrogen, ZDA 
Oslovska protitelesa proti mišjim, označena z Alexa 
Flour 488 Invitrogen, ZDA 
Oslovska protitelesa proti kozjim, označena z Alexa 
Flour 555 Invitrogen, ZDA 
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3.1.4 Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema in materiali, ki smo jih potrebovali za izvedbo eksperimentalnega 
dela, so navedeni v Preglednici IV. 
Preglednica IV. Seznam laboratorijske opreme z navedenimi proizvajalci. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec, država 
avtomatska multikanalna pipeta Biohit, Finska 
avtomatske pipete Biohit, Finska 
celični inkubator CO2 CB 210 Binder, Nemčija 
centrifuga Eppendorf 5415R Eppenderf, Nemčija 
centrifuga HERAEUS Megafuge 16R Thermo Fisher Scientific, ZDA 
centrifugirke TPP, Velika Britanija 
flourescenčni mikroskop Evos FL Thermo Fisher Scientific, ZDA 
hladilnik (+4 ºC) LTH, Slovenija 
inkubator za gojenje celic CB 201 Binder, Nemčija 
invertni mikroskop Olympus, ZDa 
konfokalni mikroskop LSM 710  Carl Zeiss, Nemčija 
krioviale Corning Costar, ZDA 
LAF komora PIOSMBC 183AV Iskra PIO, Slovenija 
mikrocentrifugirke (epice) Starstedt, Nemčija 
mikrotitrske plošče Corning Costar, ZDA 
nastavki za pipete (tipsi) Starstedt, Nemčija 
plastenke za gojenje celičnih kultur TPP, Velika Britanija 
plošče s 6, 12, 24 vdolbinicami Bio greinder, Nemčija 
posoda s tekočim dušikom (-196 ºC) Labmode LTD, Velika Britanija 
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pretočni citometer Attune Nxt Thermo Fisher Scientific, ZDA 
vodna kopel (37 ºC) Keison products, Velika Britanija 
zmrzovalnik (-20 ºC) Gorenje, Slovenija 
zmrzovalnik (-80 ºC) Gorenje, Slovenija 
3.1.5 Gojišča 
Gojišče za celice U87 (CM) (100mL):    
 88 mL aDMEM/F12 
 10 mL FBS 
 1 mL penicilin/streptomicin 
 1 mL L-glutamin  
Brez-serumsko gojišče za celice U87 (SFM) (100mL): 
 98 mL aDMEM/F12 
 1 mL penicilin/streptomicin 
 1 mL L-glutamin  
Gojišče za nevronske matične celice (NSM) (100mL): 
 95,98 mL aDMEM/F12 
 1 mL penicilin/streptomicin 
 1 mL L-glutamin 
 0,02 mL EGF 
 0,02 mL FGF 
 2 mL STEMPRO 
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Zamrzovalno gojišče (100 mL):  
 50 mL aDMEM/F12 
 40 mL FBS 
 10 mL DMSO 
3.1.6 Pufri in raztopine 
PBS (fosfatni pufer z dodatkom NaCl): 
 1,8 g Na2HPO4 x 2H2O 
 0,24 g KH2PO4 
 8 g NaCl 
 0,2 g KCl 
Dopolnimo z dH2O do 1 L in uravnamo pH na 7,4. 
Lizirni pufer za katepsin X 
 0,05 M Na-acetat, pH 5,5 
 1 mM EDTA 
 0,1 M NaCl 
 0,25 % Triton X-100 
Aktivacijski pufer za katepsin X: 
 100 mM acetata, pH 5,5 
 0,1 % PEG 8000 
 5 mM DDT* 
 1,5 mM* 
* Reagenta dodamo v pufer pred samo uporabo. 
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3.1.7 Delo s celicami 
Celična linija U87          
Pri izvajanju eksperimentalnega dela smo uporabljali nesmrtno celično linijo U87. To je 
humana celična linija, izolirana iz možganskega tumorja glioblastoma. U87 so 
multipotentne, adherentne celice, ki so najpogosteje uporabljena celična linija v raziskavah 
GBM. 
 
Slika 3.2 Prikaz morfologije celic U87 (povzeto po 45). 
Na sliki so prikazane pritrjene celice U87, na desni strani so prikazane celice nizke gostote, na levi 
strani pa celice visoke gostote. 
Odmrzovanje celične linije:  
Celice so bile shranjene v tekočem dušiku, pri temperaturi -196 ˚C. Odmrznili smo jih s 
segrevanjem na vodni kopeli (37 ˚C), vendar smo morali paziti, da celic ne segrevamo 
predolgo (ne več kot 5 minut). Odmrznjene celice smo resuspendirali v nekaj mL predhodno 
pripravljenega in ogretega kompletnega gojišča za celice U87 (CM). Suspenzijo celic smo 
nato centrifugirali 5 minut pri 1200 obratih/min. Po centrifugiranju smo peleto celic znova 
resuspendirali v svežem gojišču in jih prenesli v ustrezno gojiščno plastenko. 
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Gojenje celične linije:  
Gojenje celične linije U87 je vedno potekalo v aseptičnih pogojih, zato smo delo vedno 
izvajali v LAF komori. Poleg aseptičnih pogojev izvajanja dela, smo pri delu uporabljali tudi 
sterilne reagente in pribor. Celice smo gojili v celičnem inkubatorju, pri čemer je bila 
atmosfera v inkubatorju nasičena z vlago in 5 % CO2, temperatura pa vseskozi 37 ˚C. Da 
smo celicam omogočili dostop do zraka, smo uporabljali gojiščne plastenke s filtrom. Celice 
za svojo rast in obstoj neprestano porabljajo hranilne snovi in rastne dejavnike iz gojišča, 
zato smo gojišče menjavali na vsake 3 dni. Ker smo uporabljali adherentno celično linijo, 
smo se pri presajanju celic posluževali postopka tripsinizacije. 
Tripsinizacija celic U87:   
Prvi korak tripsinizacije je odstranitev izrabljenega gojišča iz gojiščne plastenke. Izrabljeno 
gojišče smo zavrgli, gojiščno plastenko pa sprali s 5 mL fosfatnega pufra PBS. Zatem smo 
v gojiščno plastenko s celicami dodali 5 mL EDTA v PBS in 20 μL tripsina ter inkubirali 5 
minut v celičnem inkubatorju. Tripsin je serinska proteaza, encim, ki cepi vezi s katerimi so 
naše celice pritrjene na dno gojiščne plastenke. Po inkubaciji smo v plastenko dodali sveže 
pripravljeno gojišče, ki je izničilo učinek tripsina, saj vsebuje serum. Na tem mestu smo 
celice prešteli in si preračunali zadostno količino celic za izvedbo poskusa. Suspenzijo celic 
smo nato centrifugirali 5 minut pri 1200 obratih/min, odlili supernatant in peleto celic 
resuspendirali v svežem gojišču. 
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Štetje celic:  
Za uspešno in pravilno izvedbo poskusov smo morali poznati število naših celic. Zato smo 
vsakič pred izvedbo poskusa le-te prešteli. Ko smo celice odlepili s podlage, smo odpipetirali 
50 μL suspenzije celic. Tem smo v ločeno epico dodali še 50 μL 0,2 % raztopine nigrozina. 
Mešanico smo dobro premešali in nanesli 10 µL suspenzije na objektno steklo s števno 
komoro, da smo pod mikroskopom videli celice. Nigrozin je pri tem obarval le mrtve celice, 
ki jih pri štetju nismo upoštevali. Pod invertnim mikroskopom smo tako prešteli le žive celice 
in potem s pomočjo spodnje enačbe (Enačba 1) izračunali število celic v celotnem volumnu 
celične suspenzije. 
𝑁 = 2 ∙ 𝑁′ ∙ 104𝑚𝐿−1                                                                                               Enačba 1 
N... število celic v celotnem volumnu celične suspenzije 
N'... povprečno število pod mikroskopom preštetih celic 
Zamrzovanje celične kulture: 
Po uspešni odmrznitvi celic U87 smo del vitalnih celic zopet zamrznili, da imamo na voljo 
celično linijo skozi daljši čas. Celice smo centrifugirali 5 minut pri 1200 obratih/min, zavrgli 
supernatant, peleto celic pa resuspendirali v gojišču za zamrzovanje. To ima poleg 
osnovnega gojišča dodan še DMSO, ki deluje kot krioprotektant in ščiti celice pred 
nastankom kristalov, ki bi jih lahko poškodovali. Celice smo zamrznili v dveh korakih, 
najprej smo jih zamrznili pri -70 ˚C, nato pa smo jih shranili v tekočem dušiku pri 
temperaturi -196 ˚C. 
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3.1.8 Stimulacija celic U87 pri različnih pogojih 
Možganski tumorji, kot je tudi GBM, vsebujejo svoje lastne matične celice, ki jih imenujemo 
GMC. Te celice predstavljajo najmanj diferencirano in najmanj ranljivo populacijo celic v 
možganskem tumorju. Imajo sposobnost neskončne proliferacije, so multipotentne in 
''nesmrtne'' (29). Pri našem delu bomo s pomočjo določene stimulacije celic U87 povzročili 
ekspanzijo glioblastomskim matičnim celicam podobnih celic (GSCs).  
Izvedba stimulacije: 
Celice U87 smo najprej priraščali tekom noči v vdolbinicah gojiščnih plošč v kompletnem 
gojišču (CM). Pri tem smo uporabili ustrezno gostoto celic za posamezne plošče, in sicer 1 
x 105 celic/vdolbinico za ploščo s 6 vdolbinicami, 5 x 104 celic/vdolbinico za ploščo z 12 
vdolbinicami ter 2 x 104 celic/vdolbinico za ploščo s 24 vdolbinicami. Naslednji dan smo 
zavrgli gojišče in celice stimulirali s tremi različnimi gojišči, in sicer z gojiščem CM, 
gojiščem za nevronske matične celice z dodanimi faktorji (EGF, FGF, StemPRO) za 
spodbujanje ekspanzije GSCs (NSM) in brez-serumskim gojiščem (SFM). Celice smo 
spremljali pod invertnim mikroskopom in po 1, 3 in 7 dneh izvedli funkcijske teste.  
V primeru vrednotenja vpliva zaviralca katepsina X na prisotnost GSCs in ostalih 
parametrov, smo celice U87 stimulirali z različnimi gojišči (CM in NSM) v odsotnosti in 
prisotnosti specifičnega zaviralca katepsina X AMS36 pri koncentraciji 10 µM, pri čemer 
smo kot kontrolo uporabili DMSO (0,1%). 
V primeru vrednotenja vpliva utišanja gena za katepsina X na prisotnost GSCs, smo 
celice U87 6 ur pred stimulacijo z različnimi gojišči (CM in NSM) transfecirali z »majhno 
intereferenčno RNA« (siRNA) ob pomoči reagenta Lipofectamine 2000 po navodilih 
proizvajalca. Pri tem smo uporabili kontrolno siRNA (siRNA-Kontrola) ter siRNA z 
namenom utišanja gena za katepsin X (siRNA-KatX). 
 
  
Bionda G. Vloga cisteinske peptidaze katepsina X v glioblastomskih matičnih celicah. 
Magistrska naloga. 
 
29 
 
3.2 Metode 
3.2.1 Štetje sferoidov 
Prisotnost populacije GSCs v celični liniji U87 naj bi potrjeval nastanek skupkov, ki jih 
imenujemo sferoidi. Da bi skupek celic lahko opredelili kot sferoid, mora število celic v 
skupku presegati 20 celic. Število sferoidov smo spremljali s pomočjo svetlobnega 
invertnega mikroskopa.  
Izvedba: 
Po 1, 3 in 7 dnevnih stimulacijah smo prešteli število sferoidov v posameznih vdolbinicah z 
uporabo invertnega mikroskopa Olympus. Pri tem smo v vsaki vdolbinici prešteli sferoide v 
vseh 4 kvadrantih vdolbinice in podali skupno število sferoidov. Za posamezno stimulacijo 
pri določeni časovni točki smo prešteli po 2 vdolbinici, poskus pa smo izvedli v najmanj 3 
bioloških ponovitvah. S pomočjo svetlobnega mikroskopa EVOS smo posneli 
reprezentativne slike posameznih stimulacij pri določenih časovnih točkah, primer teh je 
prikazan na Sliki 3.3. 
 
Slika 3.3 Primer nastanka sferoidov po stimulaciji celic U87 z gojiščem NSM. 
Celice U87 stimulirane z gojiščem NSM pri časovni točki 1 dan (A) in 7 dni (B). Pri vsaki 
časovni točki smo v vseh kvadrantih vdolbince prešteli nastale sferoide, označene s puščico, 
in podali skupno število le-teh. 
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3.2.2 Pretočna citometrija 
Pretočna citometrija je instrumentalna metoda s pomočjo katere lahko proučujemo celice in 
celične komponente. Gre za izjemno občutljivo metodo, ki zazna eno posamezno celico. S 
tovrstno metodo lahko proučujemo tudi do 14 različnih parametrov hkrati, kot so na primer 
velikost in granuliranost celic ter ostale lastnosti celic kot tudi prisotnost celičnih komponent 
in tarčnih proteinov. Metoda temelji na principu, da celice označimo z ustreznimi barvili 
in/ali s protitelesi, ki so označena s fluorokromom. Tako označene celice izpostavimo 
laserskemu viru svetlobe, zaradi česar emitirajo svetlobo, ki jo zazna detektor. Ko laser 
zadane celico, se žarek pri tem odkloni, na podlagi odklona nam računalnik izriše graf s 
čimer dobimo informacije o označenih celicah (46).  
 
Slika 3.4 Shema principa delovanja pretočnega citometra (povzeto po 46). 
Vzorec označen s fluorokromom izpostavimo laserskemu viru svetlobe. Med stikom pride do 
emitiranja svetlobe, ki jo zazna detektor. Na podlagi laserskih odklonov nam računalnik izriše graf.  
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A. Izražanje površinskega označevalca CD133 
Da bi potrdili izražanje CD133 na površini celic GSCs in s tem njihovo prisotnost, smo se 
poslužili označevanja s protitelesi. Najprej smo celice označili s primarnimi protitelesi proti 
CD133, ki se specifično vežejo na ta glikoprotein. V drugem koraku smo jih označili še s 
sekundarnimi protitelesi, označenimi s flourokromom. CD133 se navadno nahaja v 
membranah človeških hematopoetskih celic in v živčnih progenitornih celicah. Uporablja se 
kot površinski označevalec GSCs in predstavlja potencialno terapevtsko orodje proti 
rezistentnim tumorskim oblikam v možganih (27).  
Izvedba: 
Po 1, 3 in 7 dnevnih stimulacijah smo najprej nastale sferoide razbili z dodatkom raztopine 
Accutase. To je raztopina proteolitičnih in kolagenolitičnih encimov, ki jo uporabljamo za 
disociacijo pritrjenih delcev. Posamezna gojišča iz vdolbinic smo prenesli v posamične 
centrifugirke ter dodali po 1 mL raztopine Accutase, hkrati pa smo po 1 mL raztopine 
Accutase dodali še v posamezne vdolbinice. Sledila je 5 minutna inkubacija gojiščnih plošč 
pri 37 ˚C. Vsebino vdolbinic s plošč smo prenesli v ustrezne centrifugirke, dodali še po 5 
mL PBS-a in centrifugirali 5 minut pri 1200 obratih/min. Supernatant smo zavrgli in peleto 
celic resuspendirali v 200 μL 10% FBS v PBS. Po 100 μL iz vsake centrifugirke smo razdelili 
v 2 paraleli epruvet za pretočno citometrijo. Tako smo ločili celice, ki bodo označene s 
primarnimi protitelesi za označevalec CD133 in izotipske kontrole, ki bodo označene samo 
s sekundarnim protitelesom IgG, konjugiranim s fluorokromom. Sledilo je barvanje s 
primarnimi protitelesi proti CD133. Uporabljali smo kunčja poliklonalna protitelesa, 
specifična za CD133, ki smo jih redčili 1:133. V polovico epruvet smo dodali po 0,75 μL 
raztopine protiteles direktno v 100 μL celične suspenzije in nežno resuspendirali vsebino. 
Epruvete smo prestavili v hladilnik na +4 ˚C in inkubirali 45 minut. Po končani inkubaciji 
smo celice sprali z 2 mL PBS in centrifugirali 5 minut pri 1200 obratih/min. Zopet smo 
zavrgli supernatant in celicam dodali sekundarna proti-kunčja protitelesa, konjugirana s 
fluorokromom Alexa Flour 555. V vsako epruveto smo dodali po 200 μL raztopine 
sekundarnih protiteles in nežno resuspendirali vsebino. Sekundarna protitelesa smo redčili 
1:500 v pufru 3% BSA v PBS. Celice smo znova inkubirali 30 minut pri +4 ˚C in nato sprali 
celice z 2 mL PBS. Sledilo je centrifugiranje 5 minut pri 1200 obratih/min. Supernatant smo 
zavrgli in celice resuspendirali v 150 μL pufra 3% BSA v PBS, vzorce smo prestavili na led 
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in jih zaščitili pred svetlobo. Pripravljene vzorce smo pomerili na pretočnem citometru 
Attune Nxt, dobljene rezultate meritev pa obdelali s pomočjo programske opreme FlowJo.  
B. Določanje izražanja znotrajceličnega in zunajceličnega katepsina X 
Za določanje izražanja katepsina X smo se poslužili označevanja s protitelesi. Istočasno smo 
izvajali označevanje za znotraj- in zunaj-celični katepsin X, tako da smo pri označevanju 
površinskega katepsina X izpustili korak permeabilizacije celic. Celice smo označevali 
najprej s primarnimi protitelesi, ki so bila specifična za katepsin X, nato pa še s sekundarnimi 
protitelesi, označenimi s flourokromom.  
Izvedba: 
Po 1, 3 in 7 dnevnih stimulacijah smo celice razbili z raztopino Accutase, kot je navedeno 
pri izvedbi sklopa Izražanje površinskega označevalca CD133. Po centrifugiranju 5 minut 
pri 1200 obratih/min, smo peleto celic resuspendirali v 400 μL pufra 5 % formalina v PBS, 
pri čemer smo celično suspenzijo razdelili v 4 epruvete za pretočno citometrijo po 100 μL 
in inkubirali 30 minut na sobni temperaturi. Po končani fiksaciji smo celice sprali z 2 mL 
pufra PBS in jih centrifugirali 5 minut pri 2000 obratih/min. Na tej stopnji smo ločili 
postopke za določanje površinskega in znotrajceličnega katepsina X. Vzorce za določanje 
znotrajceličnega katepsina X smo permeabilizirali z resuspendiranjem celic v 200 μL pufra 
0,5% Tween 20 v PBS in inkubirali 10 minut na sobni temperaturi. Vzorce, pri katerih smo 
korak permeabilizacije izpustili, smo resuspendirali v 200 μL pufra 3 % BSA v PBS in prav 
tako inkubirali 10 minut. Celične suspenzije smo nato po končani inkubaciji sprali z 2 mL 
pufra PBS in centrifugirali 5 minut pri 2000 obratih/min. Sledila je blokada nespecifičnih 
vezavnih mest, tako da smo celice resuspendirali v 100 μL pufra 3% BSA v PBS in inkubirali 
30 minut na sobni temperaturi. Po končani blokadi nespecifičnih vezavnih mest smo izvedli 
barvanje vzorcev s primarnimi kozjimi protitelesi, specifičnimi za katepsin X. Redčili smo 
jih 1:50, tako da smo direktno v celično suspenzijo dodali po 2 μL protiteles. V vzorce, ki 
so bili izotipska kontrola, na tej stopnji nismo dodajali protiteles. Sledila je 45 minutna 
inkubacija pri +4 ˚C. Zatem smo celice sprali z 2 mL PBS-a in centrifugirali 5 minut pri 
2000 obratih/min. Zavrgli smo supernatant in celicam dodali sekundarna proti-kozja 
protitelesa, konjugirana s fluorokromom Alexa Flour 555, po 100 μL na epruveto. Protitelesa 
smo redčili 1:500 v pufru 3% BSA v PBS in inkubirali 30 minut pri +4 ˚C. Po končani 
inkubaciji smo celice znova sprali z 2 mL PBS in centrifugirali 5 minut pri 2000 obratih/min. 
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Ko smo zavrgli supernatant smo celice resuspendirali v 150 μL pufra PBS, vzorce smo 
zaščitili pred svetlobo in jih prestavili na led. Pripravljene vzorce smo pomerili na pretočnem 
citometru Attune Nxt, dobljene rezultate meritev pa obdelali s pomočjo programske opreme 
FlowJo.  
C. Določanje polimerizacije F-aktina 
Za vrednotenje vpliva stimulacije kot tudi vpliva uporabe zaviralca katepsina X na 
polimerizacijo aktinskih filamentov celic U87 v odvisnosti od ekspanzije GSCs, smo 
uporabili barvilo Phalloidin-TRITC. Slednji je toksin, izoliran iz gobe Amanita Phalloides, 
ki se veže le na oligomerne in polimerne oblike aktina in na ta način močno stabilizira 
aktinske filamente. Slednje lahko kvantitativno ocenimo s pomočjo pretočne citometrije. 
Izvedba: 
Po 7 dnevni stimulaciji smo celice razbili z razopino Accutase, kot je navedeno pri izvedbi 
sklopa Izražanje površinskega označevalca CD133. Po centrifugiranju 5 minut pri 1200 
obratih/min, smo peleto celic resuspendirali v 500 μL 5% (w/v) formalina v PBS in 
inkubirali 20 minut na sobni temperaturi. Celice smo po inkubaciji sprali s PBS in 
permeabilizirali z 0,1 % Triton X-100 v PBS. Po 5 minutni inkubaciji na sobni temperaturi 
smo celice sprali s PBS. Nato smo jih označili z barvilom za aktinske filamente Phalloidin-
TRITC (500 ng/mL), ki smo ga redčili v 20 mM pufru Tris/HCl in inkubirali 20 minut na 37 
°C. Celice smo potem sprali s PBS in centrifugirali. Po centrifugiranju smo celice 
resuspendirali v 200 μL PBS in vzorce pomerili na pretočnem citometru Attune Nxt. 
Relativno vsebnost F-aktina smo določili z uporabo programske opreme FlowJo. 
3.2.3 Določanje aktivnosti katepsina X 
Z uporabo specifičnega substrata za katepsin X smo preverili vpliv stimulacije celic U87 na 
aktivnost katepsina X. Pri tem smo morali pred merjenjem aktivnosti encima predhodno 
pripraviti celične lizate ter določiti koncentracije proteinov v posameznih lizatih. 
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A. Priprava celičnih lizatov celic U87 
Izvedba: 
Po 1, 3 in 7 dnevnih stimulacijah z različnimi gojišči (CM, NSM in SFM) smo celice razbili 
z raztopino Accutase, kot je navedeno pri izvedbi sklopa 3.2.2 Izražanje površinskega 
označevalca CD133. Po dodani raztopini Accutase in nadaljnjem centrifugiranju smo peleto 
celic resuspendirali v lizirnem pufru za katepsin X. Tako pripravljene vzorce smo zamrznili 
na -80 ºC in shranili do nadaljnjega postopka priprave lizatov. Pred nadaljnjim delom smo 
zamrznjene vzorce prestavili na led (15 – 30 minut), jih sonificirali (10 sekund), vorteksirali 
in centrifugirali 15 minut pri 15.000 obratih/min pri +4 ºC. Po končanem centrifugiranju smo 
supernatant posameznih vzorcev prenesli v svežo epico in določili koncentracijo proteinov, 
usedlino pa zavrgli. 
B. Določanje koncentracije proteinov 
''DC Protein Assay'' je kalorimetrična metoda za merjenje koncentracije proteinov v vzorcu. 
Metoda deluje na principu elektrostatskih in hidrofobnih vezi, ki nastanejo med proteini v 
vzorcu in dodanimi reagenti. Ti delujejo kot barvila, ki se vrinejo med aminokisline 
proteinov in jih obarvajo modro. Vzorcem smo s pomočjo sprektrofotometra izmerili 
absorbance pri valovni dolžini 750 nm in iz teh izračunali želene koncentracije proteinov. O 
tej lahko sklepamo že iz intenzivnosti obarvanosti, torej bolj ko je obarvanje intenzivno, 
večja je koncentracija proteinov v vzorcu (47).  
Izvedba: 
Test DC smo izvajali po navodilih proizvajalca, tako da smo najprej pri 37 ˚C inkubirali 
potrebne reagente A, B in S. V lizirnem pufru za katepsin X smo pripravili potrebne 
standarde BSA s koncentracijami 0,2 - 1,5 mg/mL. Po 5 μL standardov BSA smo nanesli na 
mikrotitrsko ploščo. Na ploščo smo nanesli tudi po 5 μL vzorcev, ki smo jih pred tem 
dvakratno redčili v lizirnem pufru. Nato smo v vdolbinice dodali po 25 μL reagenta A' (20 
μL reagenta S/ 1 mL reagenta A) in zatem po 200 μL reagenta B. Sledila je 15 minutna 
inkubacija pri sobni temperaturi, ploščo smo pri tem zaščitili pred svetlobo. Po koncu 
inkubacije je na plošči prišlo do spremembe barve, kar je potrdilo prisotnost proteinov. 
Vzorcem smo pomerili absorbance pri valovni dolžini 750 nm s pomočjo avtomatskega 
čitalca mikrotitrskih plošč Tecan Safire2. S pomočjo izmerjenih vrednosti absorbance 
standardov smo določili umeritveno krivuljo. Na podlagi dobljene umeritvene krivulje in 
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izmerjenih vrednosti absorbanc posameznega vzorca smo nato izračunali koncentracijo 
proteinov v naših vzorcih. 
C. Merjenje aktivnosti katepsina X  
Aktivnost encima katepsina X smo merili z metodo, pri kateri smo vzorcem dodali za 
katepsin X specifičen substrat Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH. Metoda je posredna, saj smo 
merili obarvanje, ki je posledica encimske reakcije. Katepsin X namreč specifično cepi 
peptidno vez v substratu, tako da se s tega sprosti flouroflor Abz, ki emitira flourescenco. 
To smo nato pomerili s spektrofotometrom pri dveh valovnih dolžinah, in sicer pri 
eksitacijski valovni dolžini 320 nm in emisijski valovni dolžini 420 nm pri temperaturi 37 
ºC.   
Preden smo merili aktivnost katepsina X, smo najprej pomerili  koncentracijo 
proteinov v vzorcih, saj smo za merjenje aktivnosti morali zagotoviti enako celokupno 
koncentracijo proteinov v vseh med seboj primerjanih vzorcih. 
Izvedba: 
Pripravljene celične lizate smo najprej redčili v aktivacijskem pufru za katepsin X, da smo 
dobili končno koncentracijo proteinov 0,25 mg/mL. Tako pripravljene vzorce smo inkubirali 
10 minut pri temperaturi 37 ºC. Medtem smo na črno mikrotitrsko ploščo nanesli po 5 µL 
substrata Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH, ki smo ga predhodno redčili 200-krat v lizirnem 
pufru za katepsin X. Na mikrotitrsko ploščo smo nato dodali še 95 µL pripravljenega 
celičnega lizata. Takoj zatem smo pomerili flourescenco pri 320 nm in 420 nm. Aktivnost 
katepsina X smo podali kot naklon linearnega dela krivulje spremembe intenzitete 
fluorescence v odvisnosti od časa.  
3.2.4 Fluorescenčna mikroskopija 
Fluorescenčna mikroskopija je pomembno orodje za proučevanje celične fiziologije. Ta 
metoda nam dovoljuje, da s pomočjo različnih flourescenčnih indikatorjev opazujemo 
različne celične strukture (proteine, lipide, aktinski citoskelet, jedra, tudi ione,…). 
Fluorescenca pomeni, da za indikatorje uporabljamo specifična barvila, medtem ko 
imunofluorescenca pomeni, da za indikatorje uporabljamo specifična protitelesa označena s 
fluorokromi, ki z vezavo na naš vzorec emitirajo energijo v obliki svetlobe. Za določanje 
lokalizacije katepsina X in površinskih označevalcev kot tudi za opazovanje aktinskega 
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citoskeleta smo se poslužili uporabe konfokalnega mikroskopa (Slika 3.5). Pri takem 
mikroskopu ne osvetljujemo celotnega vzorca na enkrat, ampak se to omeji na eno točko v 
goriščni ravnini. Vzorec izpostavimo laserski svetlobi, ki v posamezno točko pride preko 
oscilirajoče leče. Svetloba, ki jo vzorec zatem emitira, se preko konfokalne leče preusmeri 
do detektorja. Zaradi takega načina detekcije, sliko dobijamo postopoma in v vsaki točki 
detekcije dobimo bolj natančno sliko vzorca (48). 
 
Slika 3.5 Shema konfokalnega mikroskopa (povzeto po 48). 
Princip detekcije vzorca pri konfokalni mikroskopiji je zaznavanje vzorca v posameznih točkah v 
goriščni ravnini. Vzorci so označeni s fluorokromom, ki ob stiku z lasersko svetlobo emitira svetlobo, 
ki jo zazna detektor.  
A. Spremljanje lokalizacije katepsina X, CD133 in Nestin-a 
Lokalizacijo katepsina X v celicah U87 in GSCs, smo določali z uporabo konfokalnega 
mikroskopa. V ta namen smo naše vzorce označili s specifičnimi protitelesi proti katepsinu 
X in pripravili trajne preparate. Hkrati smo vzporedno spremljali tudi lokalizacijo 
površinskih označevalcev CD133 in Nestina, pri čemer smo prav tako uporabili specifična 
protitelesa. 
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Izvedba: 
Celice U87 smo nasadili na okrogla krovna stekelca v ploščah s 24 vdolbinicami (5 x 
104/vdolbinico) in naslednji dan stimulirali z gojiščema CM in NSM. Po določeni časovni 
točki stimulacije (1, 3, 7 dni) smo celice fiksirali 30 minut s 500 μL 5% formalina v mrzlem 
PBS na sobni temperaturi. Po končani fiksaciji smo celice sprali z 1 mL PBS, dodali 500 μL 
0,5% Tween 20 v PBS ter jih permeabilizirali 10 minut na sobni temperaturi. Nato smo jih 
dvakrat sprali z 1 mL PBS in dodali 700 μL 3% BSA v PBS, s katerim smo preprečili 
nespecifično vezavo protiteles. Po 30 minutni inkubaciji na sobni temperaturi smo odvzeli 
blokirni pufer in dodali primarna protitelesa proti katepsinu X (1/75), CD133 (1/200) in 
Nestinu (1/100) v 3% BSA v PBS ter inkubirali 2 uri na sobni temperaturi. Po končani 
inkubaciji smo celice trikrat sprali z 1 mL PBS in dodali 250 μL pripravljene raztopine 
sekundarnih protiteles, konjugiranih s fluorokromom Alexa Fluor 488 in Alexa Fluor 555, 
ki smo jih redčili v 3% BSA v PBS (1 μL/1000 μL). Sledila je 90 minutna inkubacija na 
sobni temperaturi. Nato smo krovna stekelca trikrat sprali z 1 mL PBS in dodali 500 μL PBS. 
Iz vdolbinic smo pobrali krovna stekelca in jih posušili na zraku. Na Menzel objektna 
stekelca smo dodali po eno kapljico ProLongAntifade reagenta z dodanim barvilom jeder 
(DAPI) in nanje nanesli krovna stekelca ter čez noč shranili pri +4 °C. Naslednji dan smo 
krovna stekelca obrobili z lakom, da smo preprečili sušenje preparatov. Preparate smo 
poslikali z invertnim konfokalnim mikroskopom Carl Zeiss LSM 710, reprezentativne slike 
pa pripravili s pomočjo programske opreme ZEN 2011. 
B. Spremljanje polimerizacije aktinskih filamentov 
Vpliv stimulacije kot tudi vpliv uporabe zaviralca katepsina X na polimerizacijo aktinskih 
filamentov celic U87 v odvisnosti od ekspanzije GSCs, smo potrdili še z mikroskopskim 
opazovanjem aktinskega citoskeleta s pomočjo uporabe konfokalnega mikroskopa ob 
souporabi barvila Phalloidin-TRITC. 
Izvedba: 
Za mikroskopsko opazovanje polimerizacije F-aktina smo celice U87 prav tako nasadili  na 
okrogla krovna stekelca v ploščah s 24 vdolbinicami (5 x 104/vdolbinico) in jih naslednji 
dan stimulirali z gojiščema CM in NSM. Po 1, 3 oz. 7 dneh stimulacije smo zavrgli gojišče 
in celice fiksirali s 500 μL 5 % formalina v PBS in pustili stati 20 minut na sobni temperaturi. 
Celice smo nato sprali s PBS in jih permeabilizirali z 0.1% Triton x-100 v PBS ter inkubirali 
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3 minute na sobni temperaturi. Po končani premeabilizaciji smo celice sprali s PBS in 
označili z barvilom za aktinske filamente Phalloidin-TRITC (500 ng/mL), ki smo ga redčili 
v 20 mM pufru Tris/HCl. Inkubirali smo 30 minut pri 37 °C. Po končani inkubaciji smo 
krovna stekelca s pritrjenimi celicami trikrat sprali s PBS in jih posušili na zraku. Krovna 
stekelca smo nato položili na Menzel objektna stekelca, na katera smo predhodno dodali po 
kapljico ProLongAntifade reagenta z dodanim barvilom jeder (DAPI). Preparate smo čez 
noč shranili na + 4 °C. Naslednji dan smo okrogla krovna stekelca obrobili z lakom in tako 
pripravili trajne preparate. Preparate smo poslikali z invertnim konfokalnim mikroskopom 
Carl Zeiss LSM 710, reprezentativne slike pa pripravili s pomočjo programske opreme ZEN 
2011. 
3.2.5 Statistično vrednotenje rezultatov  
Za statistično obravnavo rezultatov smo uporabljali dvostranski Student t-test. Rezultate smo 
predstavili kot povprečno vrednost (n) bioloških meritev ± standardna deviacija (SD). S 
statistično analizo smo dobili vrednosti P, s pomočjo katerih smo lahko opredelili razlike 
med vzorci. Razlike so bile statistično značilne, če so bile vrednosti P < 0,05, kar smo 
označili z *. Vrednosti P < 0,1 smo označili z **. Statistično vrednotenje smo izvedli s 
programom Microsoft Excel 2013.  
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4 REZULTATI  
4.1 Postavitev modela ekspanzije GSCs 
Za proučevanje izražanja in lokalizacije katepsina X v celicah GSCs smo izbrali celično 
linijo U87, za katero so pokazali, da je z uporabo ustreznih dejavnikov in sestavo gojišča 
mogoče spodbuditi ekspanzijo GSCs (29). Celična linija U87 je najpogosteje uporabljen 
celični model v raziskavah GBM (29). Pri svoji rasti so te celice ob ustrezni stimulaciji 
sposobne tvorbe majhnih skupkov, ki jim rečemo sferoidi. Ta zmožnost naj bi kazala na 
prisotnost majhne populacije celic GSCs. Da lahko celični skupek opredelimo kot sferoid, 
mora število celic v skupku presegati 20 celic.  
Na začetku raziskovalnega dela v sklopu magistrske naloge smo morali najprej 
postaviti model ekspanzije celic GSCs, kar smo dosegli z ustrezno stimulacijo celic U87, kot 
je shematsko prikazano na Sliki 4.1. Celice U87 so adherentne celice, zato smo pred 
izvajanjem poskusov te celice nasadili v vdolbinice plošč v kompletnem gojišču, gojišču 
CM. V naslednji stopnji smo celice stimulirali s tremi različnimi gojišči, med katerimi je 
gojišče CM predstavljalo kontrolno stimulacijo, gojišči NSM in SFM pa stimulacijo celic 
U87, pri katerih smo pričakovali ekspanzijo celic GSCs. Za opazovanje morfologije celic in 
nadaljnjega vrednotenja tarčnih proteinov smo izbrali 3 časovne točke, in sicer 1., 3. in 7. 
dan stimulacije. Uspešnost postavljenega modela smo opredelili z vrednotenjem nastanka 
sferoidov in potrditvijo obstoja t.i. celic GSCs z uporabo specifičnega površinskega 
označevalca CD133.  
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Slika 4.1 Shema postavitve modela ekspanzije celic GSCs. 
Shema prikazuje postavitev modela, po katerem smo izvajali poskuse. Celice smo najprej nacepili v 
posodo za gojenje celičnih kultur. Sledilo je štetje celic in na podlagi tega smo željeno koncentracijo 
celic precepili na ploščo s 6, 12 ali 24 vdolbinicami. Celice smo stimulirali z gojišči CM, NSM in 
SFM ter nastavili tri časovne točke v katerih smo potem izvajali poskuse (1.,3. in 7. dan).  
4.1.1 Vpliv stimulacije celic U87 na tvorbo sferoidov 
Na prisotnost celic GSCs nakazuje nastanek sferoidov, katere po ustrezni stimulaciji tvorijo 
tudi celice U87. Da bi potrdili ekspanzijo teh celic v stimuliranem gojišču, smo morali v 
vsaki časovni točki primerjati nastale sferoide v vseh treh gojiščih. Gojišče CM je 
predstavljalo kontrolo, v ostalih dveh gojiščih, NSM in SFM, pa smo želeli potrditi 
ekspanzijo celic.  
Prisotnost sferoidov po stimulaciji celic U87 smo opazovali s pomočjo svetlobnega 
mikroskopa Evos. Najprej smo v vsaki časovni točki podali morfološko oceno nastalih 
sferoidov. Plošče smo pogledali pod invertnim mikroskopom in opazovali razlike v številu 
sferoidov, velikosti in številu sferoidov s prisotnimi izrastki, značilnimi za nevrone. 
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Reprezentativne slike posamezne stimulacije pri določeni časovni točki so predstavljene na 
Sliki 4.2, kjer lahko vidimo tvorbo sferoidov v vseh treh gojiščih, in sicer pri vseh treh 
časovnih točkah. 
 
Slika 4.2 Morfološki prikaz nastanka sferoidov v gojiščih CM, NSM in SFM pri treh 
časovnih točkah. 
Celice U87 smo stimulirali z gojišči CM, NSM in SFM in spremljali vpliv stimulacije pri treh 
časovnih točkah, in sicer 1., 3. in 7. dan. Tvorba sferoidov je bila ocenjena z morfološkim 
opazovanjem s pomočjo invertnega mikroskopa Evos. Slike so reprezentativne vsaj treh neodvisnih 
poskusov (n ≥ 3). 
Iz Slike 4.2 je razvidno, da število sferoidov v vseh treh gojiščih narašča s časom 
stimulacije celic U87, medtem ko je največ sferoidov nastalo po stimulaciji celic U87 z 
gojiščem NSM, kar je razvidno pri vseh treh opazovanih časovnih točkah. Hkrati stimulacija 
celic z različnimi sestavami gojišča vpliva tudi na samo velikost sferoida kot tudi obliko 
posameznega sferoida. Po 7 dneh smo v kontrolnem gojišču, gojišču CM, opazili večje 
sferoide, medtem ko so celice U87 po stimulaciji z gojiščem NSM tvorile večje število 
manjših sferoidov, ki so bili bolj razvejani in medsebojno povezani. Podoben vpliv 
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stimulacije na samo morfologijo sferoidov, ne pa tudi na število nastalih sferoidov, smo 
zaznali po stimulaciji celic U87 z gojiščem SFM.  
Tvorbo sferoidov smo tudi kvantitativno ovrednotili, in sicer s štetjem sferoidov v 
posameznih vdolbinicah plošče, pri čemer smo prešteli posamezne kvadrante vdolbinice in 
podali kot vsoto preštetih sferoidov. Število sferoidov v vsaki točki smo podali v obliki grafa, 
ki je prikazan na Sliki 4.3. Vrednosti smo podali v odvisnosti od časa stimulacije.  
 
Slika 4.3 Vpliv stimulacije celic U87 na število nastalih sferoidov. 
Celice U87 smo stimulirali z gojišči CM, NSM in SFM ter spremljali vpliv stimulacije pri treh 
časovnih točkah, in sicer 1., 3. in 7. Dan stimulacije. V vsaki točki smo prešteli sferoide v vsakem 
izmed gojišč. Rezultat smo podali kot število sferoidov, stimuliranih v posameznem gojišču in v 
posamezni časovni točki, ki predstavljajo povprečje 4 neodvisnih poskusov ± SD (n = 4) glede na 
kontrolno gojišče.*P<0,05 in **P<0,1. 
Iz grafa na Sliki 4.3, je razvidno da je število sferoidov pri posamezni stimulaciji celic 
U87 časovno odvisno, pri čemer pa je statistično značilno večje število sferoidov nastalo le 
po 7 dnevni stimulaciji celic U87 z gojiščem NSM v primerjavi s kontrolno stimulacijo pri 
isti časovni točki. Ti rezultati skupaj z morfološkim opazovanjem celic torej potrjujejo 
nastanek sferoidov, ki so značilni za prisotnost celic GSCs, po stimulaciji celic U87 z 
ustrezno sestavo gojišča, pri čemer se je gojišče NSM izkazalo za učinkovitejšega. 
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4.1.2 Vpliv stimulacije celic U87 na izražanje CD133 na površini celice 
V nadaljevanju smo prisotnost celic GSCs potrdili z določevanjem zunajceličnega izražanja 
proteina CD133, značilnega površinskega označevalca teh celic. Da bi potrdili prisotnost 
celic GSCs, smo v vsaki časovni točki merili izražanje proteina CD133 na površini celice 
U87, pri čemer je gojišče CM predstavljalo kontrolo, gojišči NSM in SFM pa stimulacijo 
celic, kjer smo pričakovali povečano izražanje CD133 na površini celice. 
V vsaki časovni točki smo celice označili s primarnimi protitelesi, specifičnimi za 
CD133, in sekundarnimi protitelesi, označenimi s fluorokromom. Izmerili smo oddano 
fluorescenco iz katere smo izračunali delež CD133-pozitivnih (CD133+) celic. Rezultate 
prikazuje Slika 4.4. Prikazani so kot povprečje deleža CD133+ glede na časovno točko ± SD 
štirih neodvisnih poskusov. 
 
Slika 4.4 Vpliv stimulacije celic U87 na izražanje proteina CD133. 
Celice U87 smo stimulirali z gojišči CM, NSM in SFM in spremljali vpliv stimulacije na izražanje 
CD133 pri treh časovnih točkah, in sicer 1. , 3. in 7.dan. V vsaki točki smo izmerili delež izražanja 
CD133 na površini nastalih sferoidov v vsakem izmed gojišč. Rezultat smo podali kot povprečje 
deleža CD133 glede na časovno točko ± SD (n=4) glede na kontrolno gojišče. *P<0,05. 
Iz grafa na Sliki 4.4 je razvidno, da v prvi časovni točki ni prišlo do značilnega 
povišanja deleža CD133 v nobenem izmed gojišč. Statistično pomembne razlike so nastale 
po 3 dneh v gojišču SFM in po 7 dneh v gojišču NSM. V teh gojiščih je prišlo do značilnih 
razlik v izražanju CD133 glede na kontrolno gojišče pri določeni časvovni točki stimulacije. 
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S tem smo se še dodatno prepričali o prisotnosti celic GSCs v celični liniji U87. Potrdili pa 
smo tudi, da stimulacija gojišča vpliva na ekspanzijo celic. 
Ekspanzijo celic GSCs smo ovrednotili tudi z metodo imunofluorescence. Sferoide, 
ki so nastali pri stimulaciji celic U87 z gojiščem NSM, smo ustrezno označili s specifičnimi 
protitelesi ter opazovali s konfokalnim mikroskopom. Ta metoda nam omogoča opazovanje 
celičnih struktur s pomočjo različnih fluorescenčnih indikatorjev (48). 
V vsaki časovni točki smo opazovali lokalizacijo dveh površinskih označevalcev 
celic GSCs, in sicer CD133 in Nestina. Celice U87 smo priraščali na t.i. coverslips-ih in jih 
po končani stimulaciji označili s primarnimi protitelesi proti CD133 in Nestinu ter 
sekundarnimi protitelesi, označenimi s fluorokromi. Reprezentativne slike stimulacije z 
gojišči CM in NSM pri določeni časovni točki so predstavljene na Sliki 4.5. Iz teh je razvidno 
izražanje površinskih označevalcev CD133 (zeleno) in Nestina (rdeče) v celični liniji U87 
pri vseh treh časovnih točkah stimulacije, pri čemer pa je intenziteta izražanja tako CD133 
kot tudi Nestina izrazitejša po stimulaciij celic U87 z gojiščem NSM. S tem smo še dodatno 
potrdili prisotnost celic GSCs ter s tem ekspanzijo celic GSCs s stimulacijo celic U87 v 
ustreznem gojišču v tej celični liniji.  
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Slika 4.5 Lokalizacija površinskih označevalcev CD133 in Nestina  po stimulaciji celic 
U87. 
Celice U87 smo stimulirali z gojiščem CM (A) in gojiščem NSM (B) in spremljali lokalizacijo CD133 
ter Nestina pri treh časovnih točkah, in sicer 1., 3. in 7. dan. V vsaki časovni točki smo celice fiksirali 
s formalinom ter jih permeabilizirali s Tween 20 v PBS. Celice smo označili s primarnimi protitelesi 
za CD133 oz. Nestin, nato pa tudi z označenimi sekundarnimi protitelesi Alexa Flour 488 (zelena 
fluorescenca) in Alexa Flour 555 (rdeča fluorescenca). S puščicami so označeni nastali skupki celic 
GSCs, ki na površini izražajo CD133 oz. Nestin. Celice smo slikali s konfokalnim mikroskopom LSM 
710. 
4.2 Vrednotenje izražanja in aktivnosti katepsina X na modelu ekspanzije GSCs  
V prvem delu ekperimentalnega dela smo potrdili prisotnost celic GSCs v celični liniji U87 
po njeni stimulaciji, naslednji korak pa je bilo vrednotenje izražanja in aktivnosti katepsina 
X v teh stimuliranih celicah. Uporabili smo enak celični model in zopet celice stimulirali z 
različnimi sestavami gojišča, da smo dosegli ekspanzijo celic GSCs. Najprej smo pogledali 
izražanje katepsina X v teh celicah in njegovo lokalizacijo, zatem pa smo ovrednotili še 
aktivnost katepsina X po stimulaciji celic U87 pri različnih pogojih. 
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4.2.1 Nivo  izražanja katepsina X po ekspanziji GSCs 
V prvem delu določanja vloge katepsina X v GSCs smo merili izražanje tega proteina v 
stimuliranih celicah U87. Eksperimentalno delo smo nadaljevali na enakem celičnem 
modelu ekspanzije celic GSCs in celice U87 stimulirali z različnimi sestavami gojišča. 
Gojišče CM je služilo kot kontrola, v gojiščih NSM in SFM pa smo spremljali nivo izražanja 
katepsina X. Z metodo pretočne citometrije smo določali izražanje tako zunajceličnega kot 
znotrajceličnega katepsina X. V vsaki časovni točki smo celice označili s primarnimi 
protitelesi, specifičnimi za katepsin X, nato pa še s sekundarnimi, ki so bila označena s 
fluorokromom. Celice smo ločili v dve paraleli, kjer smo za določanje znotrajceličnega 
katepsina X celice permeabilizirali, medtem ko smo za določanje zunajceličnega katepsina 
X ta korak izpustili.  
Izražanje katepsina X v stimuliranih celicah U87 smo kvantitativno ovrednotili in 
podali kot povprečje izražanja katepsina X za posamezno gojišče v odvisnosti od časa 
stimulacije. Rezultate prikazujeta grafa na Sliki 4.6.  
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Slika 4.6 Vpliv stimulacije celic U87na izražanje znotrajceličnega (A) in zunajceličnega (B) 
katepsina X. 
Celice U87 smo stimulirali z gojišči CM, NSM in SFM in spremljali vpliv stimulacije pri treh 
časovnih točkah, in sicer 1., 3. in 7. dan.. V vsaki točki smo izmerili nivo izražanja katepsina X v 
celicah v vsakem izmed gojišč. Rezultat smo podali kot povprečje treh neodvisnih poskusov izražanja 
znotrajceličnega (A) ter zunajceličnega (B) katepsina X v posameznem gojišču glede na čas 
stimulacije ± SD (n=3). *P<0,05 in **P<0,1. 
Grafa na Sliki 4.6 prikazujeta rezultat analize izražanje znotrajceličnega in 
zunajceličnega katepsina X po stimulaciji celic U87. Opazen je značilno zmanjšan nivo 
izražanja znotrajceličnega katepsina X po stimulaciji celic U87 z gojiščem CM (Slika 4.6, 
graf A), in sicer je le-ta časovno odvisen, podobno, vendar manj izrazito zmanjšano izražanje 
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je značilno tudi po stimulaciji celic z gojiščem SFM, medtem pa nivo izražanja 
znotrajceličnega katepsina X ni značilno spremenjen pri posameznih točkah stimulacije z 
gojiščem NSM. Po 3 dnevni stimulaciji celic z gojiščema NSM in SFM je opazen povišan 
nivo izražanja znotrajceličnega katepsina X glede na stimulacijo celic s kontrolnim 
gojiščem, še izrazitejše povišanje nivoja izražanja katepsina X pa je opazno po 7 dnevni 
stimulaciji.  
Pri merjenju zunajceličnega katepsina X po stimulaciji celic U87 ni bilo zaznati 
statistično značilnih razlik v nivojih izražanja (Slika 4.6, graf B), z izjemo 3 dnevne 
stimulacije celic z gojiščem NSM, kjer je vidno povišano izražanje katepsina X na površini 
celic glede na kontrolo. Rezultati izražanja katepsina X tako nakazujejo na pomembnost 
slednjega v celicah GSCs, saj se z ekspanzijo celic GSCs spreminja tudi nivo izražanja 
znotrajceličnega katepsina X, ne pa tudi katepsina X, prisotnega na površini celic. 
4.2.2 Lokalizacija katepsina X po ekspanziji GSCs 
V naslednji stopnji smo izražanje katepsina X v celicah GSCs preverili tudi z lokalizacijo 
slednje peptidaze v stimuliranih celicah U87. S pomočjo konfokalnega mikroskopa smo 
opazovali izražanje katepsina X v posamezni celici po ekspanziji celic GSCs. Celice U87 
smo priraščali na t.i. coverslips-ih, jih stimulirali z različnimi sestavami gojišča, in sicer z 
gojišči CM in NSM, ter po določenih časovnih točkah pripravili trajne preparate za 
mikroskopiranje. Pri tem smo uporabili specifična protitelesa proti CD133 in katepsinu X, 
ter sekundarna protitelesa, označena s fluorescenčnimi indikatorji. Za izražanje CD133 smo 
uporabili Alexa Flour 488, ki emitira zeleno obarvanje, za izražanje katepsina X pa Alexa 
Flour 555, ki emitira rdeče obarvanje. Reprezentativne slike posamezne stimulacije pri 
določeni časovni točki so predstavljene na Sliki 4.7, kjer vidimo izražanje površinskega 
označevalca CD133 in katepsina X v posamezni stimulirani celici U87 v posameznih 
časovnih točkah. 
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Slika 4.7 Lokalizacija katepsina X in CD133 v stimuliranih celicah U87. 
Celice U87 smo stimulirali z gojiščema CM (A) in NSM (B) ter spremljali lokalizacijo CD133 in 
katepsina X v posamezni celici pri treh časovnih točkah, in sicer 1., 3. in 7. dan. V vsaki časovni točki 
smo celice fiksirali s formalinom ter jih permeabilizirali s Tween 20 v PBS. Nadaljnje smo celice 
označili s primarnimi protitelesi za CD133 in katepsin X, nato pa tudi z označenimi sekundarnimi 
protitelesi Alexa Flour 488 (CD133) in Alexa Flour 555 (katepsin X). S puščicami so označene 
posamezne celice na katerih se izraža katepsin X (bele puščice) in kolokalizacija le-tega s CD133 
(rumene puščice). Celice smo slikali s konfokalnim mikroskopom LSM 710. 
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Reprezentativne slike kažejo lokalizacijo proteina CD133 in katepsina X v 
posamezni stimulirani celici U87, pri čemer se katepsin X nahaja večinoma v vezikularni 
obliki znotraj celice tako po stimulaciji s kontrolnim gojiščem (CM) kot tudi gojiščem NSM. 
Opazna je tudi ko-lokalizacija katepsina X z označevalcem CD133, ki pa je izrazitejša po 
stimulaciji celic z gojiščem NSM tako po 3 dnevni kot tudi 7 dnevni stimulaciji, kar se vidi 
kot rumeno-oranžno obarvanje.  
Lokalizacijo katepsina X smo opazovali tudi na nivoju sferoidov. S konfokalnim 
mikroskopom smo opazovali izražanje CD133 in katepsina X v sferoidih, ki so jih tvorile 
stimulirane celice U87. Celice U87 smo stimulirali z različnimi sestavami gojišča in nastavili 
dve časovni točki za 3 in 7 dni. Celice smo priraščali na t.i. coverslips-ih in pripravili trajen 
preparat za mikroskopiranje. Uporabili smo specifična primarna protitelesa za izražanje 
CD133 in katepsin X ter v nadaljevanju sekundarna protitelesa, označena s fluorescenčnimi 
indikatorji. Za izražanje katepsina X smo uporabili Alexa Flour 555, ki emitira rdeče 
obarvanje, za izražanje površinskega označevalca CD133 pa Alexa Flour 488, ki emitira 
zeleno obarvanje. Na Sliki 4.8 so predstavljene reprezentativne slike izražanja CD133 in 
katepsina X v sferoidih po ekspanziji celic GSCs pri obeh časovnih točkah. 
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Slika 4.8 Lokalizacija katepsina X in CD133 v sferoidih. 
Celice U87 smo stimulirali z gojiščema CM (A) in NSM (B) ter spremljali lokalizacijo CD133 in 
katepsina X pri dveh časovnih točkah, in sicer 3. in 7. dan. V vsaki časovni točki smo celice fiksirali 
s formalinom ter jih permeabilizirali s Tween 20 v PBS. Nadaljnje smo celice označili s primarnimi 
protitelesi za CD133 in katepsin X, nato pa tudi z označenimi sekundarnimi protitelesi Alexa Flour 
488 (CD133) in Alexa Flour 555 (katepsin X). S puščicami so označeni skupki celic na katerih se 
izraža CD133 (zeleno) in katepsin X (rdeče) ter kolokalizacija obeh (rumeno-modro). Celice smo 
slikali s konfokalnim mikroskopom LSM 710. 
Na reprezentativnih slikah konfokalnega mikroskopa smo opazili izražanje tako 
CD133 in katepsina X v skupkih celic, ki se tvorijo po ekspanziji celic GSCs. Lokalizacijo 
označevalca CD133 lahko vidimo obarvano z zeleno barvo, medtem ko je katepsin X na 
slikah obarvan z rdečo. Opaziti je možno tudi vpliv stimulacije celic z različno sestavo 
gojišča na izražanje CD133 in katepsina X. Tako po 3 dnevni kot tudi 7 dnevni stimulaciji 
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celic U87 z gojiščem NSM je možno opaziti večjo intenziteto obarvanja za CD133 in 
katepsin X v primerjavi s stimulacijo celic s kontrolnim gojiščem (CM) pri posamezni 
časovni točki. Slednje sovpada z rezultati pretočne citometrije, kjer smo prav tako pokazali 
povišan nivo izražanja znotrajceličnega katepsina X po ekspanziji celic GSCs z gojiščem 
NSM. Hkrati smo z analizo preparatov s konfokalnim mikroskopom pokazali tudi prisotnost 
večjega števila celic v sferoidu, nastalem po stimulaciji celic U87 z gojiščem NSM, kot tudi 
močnejšo ko-lokalizacijo CD133 in katepsina X v le-teh sferoidih. 
4.2.3 Aktivnost katepsina X po ekspanziji GSCs 
V naslednji stopnji smo izmerili še aktivnost katepsina X v stimuliranih celicah U87. 
Uporabili smo enak celični model in celice U87 stimulirali z različnimi sestavami gojišča in 
spremljali aktivnost katepsina X pri treh časovnih točkah, in sicer po 1, 3 in 7 dneh. V 
posamezni časovni točki smo pomerili aktivnost katepsina X v pripravljenih celičnih lizatih. 
Poslužili smo se spektrofotometrične metode z uporabo specifičnega substrata za katepsin 
X, in sicer Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH. Vzorcem smo v odvisnosti od časa izmerili 
fluorescence in iz naklona premice določili aktivnost katepsina X v vzorcih. Aktivnost 
katepsina X v stimuliranih celicah U87 smo podali v obliki grafa, ki ga prikazuje Slika 4.9.  
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Slika 4.9 Vpliv stimulacije celic U87 na aktivnost katepsina X v celicah GSCs. 
Celice U87 smo stimulirali z gojišči CM, NSM in SFM in spremljali aktivnost katepsina X pri treh 
časovnih točkah, in sicer 1., 3. in 7. dan. V vsaki točki smo pripravili celične lizate in jim pomerili 
aktivnost s pomočjo substrata Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH, specifičnega za katepsin X. Rezultati so 
predstavljeni kot povprečje aktivnosti katepsina X štirih neodvisnih poskusov v odvisnosti od časa 
stimulacije ± SD (n=4). *P<0,05. 
Graf na Sliki 4.9 prikazuje aktivnost katepsina X v stimuliranih celicah U87 v 
odvisnosti od časa stimulacije celic z različnimi sestavami gojišča. Razberemo lahko, da 
aktivnost katepsina X s stimulacijo celic U87 upada. Po stimulaciji celic U87 z gojiščem 
NSM je prišlo do značilnega znižanja aktivnosti katepsina X pri vseh časovnih točkah v 
primerjavi z aktivnostjo katepsina X v kontrolnih celicah. Enak trend zmanjšane aktivnosti 
katepsina X je bil opazen tudi po stimulaciji celic z gojiščem SFM, a le po 3  in 7 dnevni 
stimulaciji.  
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4.3 Ovrednotenje specifičnega zaviralca katepsina X na modelu ekspanzije GSCs 
V zadnjem delu eksperimentalnega dela smo se osredotočili na zaviranje katepsina X na 
modelu ekspanzije celic GSCs. Uporabili smo sintezni zaviralec katepsina X AMS36, ki 
ireverzibilno zavre delovanje te peptidaze. Pri delu smo tako ovrednotili delovanje zaviralca 
katepsina X na ekspanzijo celic GSCs, pri čemer smo preverili vpliv zaviralca na tvorbo 
sferoidov in njihovo medsebojno povezovanje preko aktinskih filamentov ter izražanje 
površinskih označevalcev CD133 in Nestina. Neodvisno od zaviralca AMS36 smo vpliv 
zaviranja katepsina X potrdili še z utišanjem gena za katepsin X. 
4.3.1 Vpliv ireverzibilnega zaviralca katepsina X na tvorbo sferoidov 
V prvi stopnji smo preverjali vpliv ireverzibilnega zaviralca katepsina X AMS36 na tvorbo 
sferoidov. Pri izvajanju smo uporabljali enak celični model in celice U87 stimulirali z 
različnimi sestavami gojišča. Celice smo ob stimulaciji tretirali še z zaviralcem AMS36 in 
spremljali vpliv na število sferoidov. Po 7 dnevni stimulaciji celic smo s svetlobnim 
mikroskopom Evos preverili morfologijo nastalih sferoidov in posneli reprezentativne slike. 
Hkrati smo tvorbo sferoidov tudi kvantitativno ovrednotili. Sferoide smo prešteli v 
posameznih vdolbinicah plošče, pri čemer smo prešteli posamezne kvadrante vdolbinice in 
rezultat podali kot vsoto preštetih sferoidov. Število sferoidov smo podali v obliki grafa, ki 
je prikazan spodaj na Sliki 4.10. Vrednosti smo podali kot povprečje najmanj dveh 
neodvisnih poskusov + SD (n ≥ 2).  
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Slika 4.10 Vpliv zaviralca AMS36 na nastanek sferoidov v celični liniji U87. 
Celice U87 smo stimulirali z gojiščema CM in NSM ob odsotnosti (kontrola) in prisotnosti zaviralca 
AMS36. Po 7 dnevni stimulaciji smo ovrednotili nastanek sferoidov z morfološkim opazovanjem (A) 
in kvantitativno analizo sferoidov (B) v obeh gojiščih. S pomočjo svetlobnega mikroskopa Evos smo 
posneli reprezentativne slike vsaj treh zaporednih poskusov (n ≥ 3). V naslednji stopnji smo sferoide 
prešteli in rezultat podali kot število sferoidov, stimuliranih v posameznem gojišču, glede na časovno 
stimulacijo vsaj 2 neodvisnih poskusov ± SD (n ≥ 2).*P<0,05. 
Dodatno smo vpliv zaviralca AMS36 potrdili z utišanjem gena za katepsin X. Celice 
U87 smo transfecirali s kontrolno siRNA (siRNA-Kontrola) in siRNA za utišanje gena za 
katepsin X (siRNA-KatX) in zatem prav tako stimulirali z različnima gojiščema, CM in 
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NSM, ter po 7 dnevni stimulaciji ovrednotili tvorbo sferoidov. Rezultati so predstavljeni na 
Sliki 4.11. 
 
 
Slika 4.11 Vpliv utišanja gena za katepsin X na nastanek sferoidov v celični liniji U87 
Celice U87 smo stimulirali z gojiščema CM in NSM in jih predčasno transfecirali z siRNA-KatX z 
namenom utišanja gena. Po 7 dnevni stimulaciji smo ovrednotili tvorbo sferoidov z morfološkim 
opazovanjem (A) in kvantitativno analizo (B) v obeh gojiščih. S pomočjo svetlobenga mikroskopa 
Evos smo posneli reprezentativne slike vsaj treh neodvisnih poskusov (n ≥ 3). V nadaljevanju smo 
sferoide prešteli in rezultat podali kot število sferoidov, stimuliranih v posameznem gojišču, glede 
na časovno stimulacijo vsaj dveh neodvisnih poskusov +SD (n ≥ 2).*P<0,05   
Izkazalo se je, da zaviralec katepsina X vpliva na tvorbo sferoidov, in sicer smo pri 
uporabi obeh gojišč, tako CM kot tudi NSM, opazili, da je prišlo do povišanega števila 
sferoidov v prisotnosti AMS36 (Slika 4.10). Podoben trend vpliva je bilo zaznati tudi po 
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transfekciji celic U87 z siRNA za katepsin X (siRNA-KatX), kjer smo ob sočasni stimulaciji 
z gojiščem NSM opazili statistično značilno povečano število sferoidov napram celicam, ki 
smo jih transfecirali s kontrolno siRNA (siRNA-Kontrola) ob sočasni stimulaciji z NSM, 
medtem ko značilnih razlik v tvorbi sferoidov nismo dobili pri stimulaciji celic s kontrolnim 
gojiščem CM (Slika 4.11). Ti rezultati nakazujejo na pomembno vlogo katepsina X pri tvorbi 
sferoidov, saj se z zaviranjem aktivnosti le-tega, spremeni nastanek sferoidov. 
4.3.2 Vpliv ireverzibilnega zaviralca katepsina X na izražanje površinskih 
označevalcev GSCs 
V nadaljevanju smo vpliv zaviralca katepsina X preverili tudi na izražanje površinskih 
označevalcev celic GSCs. Sprva smo s pomočjo pretočne citometrije ovrednotili izražanje 
označevalca CD133 na površini stimuliranih celic U87 ob prisotnosti AMS36. Poslužili smo 
se enakega celičnega modela in celice U87 stimulirali z različnimi sestavami gojišča in jih 
tretirali z zaviralcem AMS36. Po 7 dnevni stimulaciji smo na površini celic izmerili 
izražanje površinskega označevalca CD133. Rezultati so predstavljeni na Sliki 4.12. Iz teh 
lahko sklepamo, da zaviralec katepsina X vpliva tudi na izražanje površinskih označevalcev 
celic GSCs. Na grafu lahko vidimo trend povečanja izražanja CD133 tako v gojišču CM 
kakor tudi v gojišču NSM, vendar to povečanje v izražanju ni dalo statistično pomembnih 
razlik.  
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Slika 4.12 Izražanje površinskega označevalca CD133 ob prisotnosti zaviralca AMS36. 
Celice U87 smo stimulirali z gojiščema CM in NSM ob prisotnosti zaviralca AMS36. Po 7 dnevni 
stimulaciji  smo izmerili delež izražanja CD133 na površini celic U87 v vsakem izmed gojišč. Rezultat 
smo podali kot povprečje deleža CD133 glede na časovno točko ± SD (n=2) glede na kontrolno 
gojišče. 
Vpliv zaviralca katepsina X AMS36 smo preverili tudi z metodo imunofluorescence. 
S konfokalnim mikroskopom smo gledali vpliv AMS36 na izražanje površinskih 
označevalcev celic GSCs, CD133 in Nestina. Celice smo stimulirali z različnimi sestavami 
gojišča ob odsotnosti oz prisotnosti AMS36. Lokalizacijo CD133 in Nestina smo spremljali 
na nivoju sferoidov pri časovni točki 7 dni. Celice smo priraščali na t.i. coverslips-ih in 
pripravili trajen preparat za mikroskopiranje. Uporabili smo specifična primarna protitelesa 
za izražanje CD133 in Nestina ter sekundarna protitelesa, označena s fluorescenčnimi 
indikatorji. Za izražanje površinskega označevalca CD133 smo uporabili Alexa Flour 488, 
ki emitira zeleno obarvanje, za izražanje Nestina pa Alexa Flour 555, ki emitira rdeče 
obarvanje. Na Sliki 4.13 so predstavljene reprezentativne slike izražanja CD133 in Nestina 
v sferoidih po ekspanziji celic GSCs. Le-te prikazujejo večjo intenziteto izražanja obeh 
označevalcev celic GSCs, tako CD133 kot tudi Nestina ob prisotnosti zaviralca katepsina X 
AMS36, kar dodatno potrjuje vlogo katepsina X pri ekspanziji celic GSCs. 
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Slika 4.13 Izražanje CD133 in Nestina po tretiranju stimuliranih celic z zaviralcem 
katepsina X . 
Celice smo stimulirali z gojiščema CM in NSM ob odsotnosti (Kontrola) oz. prisotnosti zaviralca 
AMS36 (AMS36). Pri tem smo spremljali vpliv zaviralca na izražanje površinskih označevalcev 
CD133 in Nestina pri časovni točki 7 dni. Celice smo fiksirali s formalinom in permeabilizirali s 
Tween20 v PBS. Nadaljnje smo celice označili s primarnimi protitelesi za Nestin in CD133, nato pa 
tudi z označenimi sekundarnimi protitelesi Alexa Flour 488 (CD133) in Alexa Flour 555 (Nestin). S 
puščicami so označeni skupki celic na katerih se izraža CD133 (zeleno) in Nestin (rdeče). Celice smo 
slikali s konfokalnim mikroskopom LSM 710. 
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4.3.3 Vpliv ireverzibilnega zaviralca katepsina X na aktinski citoskelet pri ekspanziji 
GSCs 
V zadnji stopnji magistrske naloge pa smo preverili še vpliv zaviralca AMS36 na 
reorganizacijo citoskeleta stimuliranih celic pri ekspanziji GSCs. Celice smo stimulirali z 
različnimi sestavami gojišča pri različnih časovnih točkah (1, 3 in/ali7 dni) ob odsotnosti oz. 
prisotnosti zaviralca AMS36. Celice smo označili s specifičnim barvilom za aktinske 
filamente, in sicer barvilom Phalloidin, konjugiranim s TRITC. V prvem delu smo s pretočno 
citometrijo spremljali vpliv zaviralca AMS36 na izražanje F-aktina. Pri tem ni prišlo do 
statistično pomembnih razlik v izražanju F-aktina ob prisotnosti zaviralca AMS36 glede na 
kontrolno paralelo. Rezultati so prikazani na Sliki 4.14. 
 
Slika 4.14 Izražanje F-aktina po tretiranju stimuliranih celic U87 z zaviralcem katepsina X. 
Celice U87 smo stimulirali z gojiščema CM in NSM ob prisotnosti zaviralca AMS36. Pri tem smo 
spremljali vpliv zaviralca na izražanje F-aktina v celicah GSCs pri časovni točki 7 dni. Delež 
izražanja F-aktina v celicah U87 smo izmerili v vsakem izmed gojišč. Rezultati so podani kot 
povprečje deleža F-aktina v odvisnosti od časa stimulacije dveh neodvisnih poskusov  ± SD (n ≥ 2). 
Vpliv zaviralca AMS36 na aktinski citoskelet smo zato v nadaljevanju spremljali tudi 
s pomočjo konfokalnega mikroskopa. Celice smo stimulirali z različnimi sestavami gojišča 
ob odsotnosti oz. prisotnosti AMS36. Lokalizacijo F-aktina smo spremljali pri treh časovnih 
točkah, in sicer 1., 3. in 7. dan stimulacije ob prisotnosti zaviralca AMS36. Celice smo 
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označili s specifičnim barvilom za aktinske filamente (barvilom Phalloidin, konjugiranim s 
TRITC) in pripravili trajne preparate za mikroskopiranje. Na Sliki 4.15 so združene 
reprezentativne slike, ki prikazujejo lokalizacijo F-aktina v celicah U87 ob prisotnosti in 
odsotnosti zaviralca AMS36. Izkazalo se je, da je kondenzacija F-aktina izrazitejša v 
prisotnosti zaviralca AMS36 v primerjavi s kontrolnimi celicami pri posameznem vzorcu, 
kar posredno potrjuje vpliv zaviranja katepsina X na nastanek in tvorbo sferoidov. 
 
Slika 4.15 Lokalizacija F-aktina po tretiranju stimuliranih celic U87 z zaviralcem 
katepsina X. 
Celice smo stimulirali z gojiščema CM in NSM ob odsotnosti (Kontrola) oz. prisotnosti zaviralca 
AMS36 (AMS36). Pri tem smo spremljali vpliv zaviralca na izražanje F-aktina pri treh časovnih 
točkah, in sicer 1., 3. in 7. dan. Celice smo fiksirali s formalinom in permeabilizirali s Tween20 v 
PBS. Nadaljnje smo celice označili s primarnimi protitelesi za F-aktin, nato pa tudi z označenimi 
sekundarnimi protitelesi Alexa Flour 555. Celice smo slikali s konfokalnim mikroskopom LSM 710. 
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5 RAZPRAVA 
CŽS je zapleteno omrežje, ki ga tvorijo živčne celice. Te so gradniki možganskega tkiva in 
so odgovorne za prenos informacij po živčevju in izven njega (1,2). Obolenja CŽS-a 
povzročajo spremembe možganskih struktur in po navadi vodijo v ireverzibilne poškodbe 
možganskih celic in možganskega tkiva. V tem kontekstu običajno govorimo o 
nevrodegenerativnih boleznih, kot sta Parkinsonova in Alzheimerjeva bolezen, ali pa o 
različnih oblikah možganskega tumorja (2).  
Med najbolj agresivne oblike možganskih tumorjev spada GBM, in sicer zaradi 
svojega hitrega napredovanja in visoke stopnje umrljivosti. Po WHO je to maligni tumor IV. 
stopnje, za katerega so značilni mitotska aktivnost, nekroza tkiva in jederni polimorfizmi. Je 
neozdravljiva oblika raka možganov, odporna na vse oblike zdravljenja (6). Po prvi diagnozi 
je stopnja preživetja le 10 do 14 mesecev. Hkrati gre za izredno heterogeno obliko tumorja, 
tako na molekularnem kot tudi na morfološkem nivoju. Tumorske celice GBM so izredno 
invazivne in imajo sposobnost migracije in metastaziranja v različnih predelih možganov. 
Zdravljenje je zaradi tega izredno zapleteno, saj celotna kirurška odstranitev tumorske mase 
ni mogoča. Znanstveniki so odkrili, da k rezistenci na razne oblike zdravljenja možganskih 
tumorjev prispevajo t.i. TMC. Z odkritjem teh celic se je zgodil premik v odkrivanju 
patogeneze in posledično zdravljenja GBM. Gre za majhno populacijo celic v tumorski masi, 
ki izkazujejo matičnim celicam podobne lastnosti. So multipotentne, zmožne samo-
obnovitve in dediferenciacije v različne oblike tumorskih celic (17,19). V primeru GBM 
lahko govorimo o celicah GSCs. Te so odgovorne za tumorsko iniciacijo, invazivno rast 
tumorja in metastatske formacije (20,21). Ravno zato se znanstveniki v zadnjem času 
usmerjajo v raziskovanje teh celic in komponent, ki prispevajo k progresiji tumorja (11). 
Predvsem se usmerjajo v raziskovanje proteinov, ki bi bili lahko pomembni za delovanje 
celic GSCs. S poznavanjem teh in njihove vloge v celicah GSCs bi lahko vplivali na potek 
zdravljenja GBM. Pomembna skupina proteinov, povezanih s progresijo tumorjev, so 
družina cisteinskih peptidaz. V primeru GBM so opazili povečano izražanje katepsina X, ki 
pripada tej družini. In vivo ter in vitro študije so pokazale, da so peptidaze pomembne za 
invazijo GBM ter da predstavljajo dober napovednik preživetja bolnikov (11). 
Cisteinski katepsini imajo pomembno vlogo pri tumorski progresiji, predvsem v 
obliki spodbujanja invazije, migracije in odpornosti na apoptozo celic. Katepsin X je 
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karboksi mono- in dipeptidaza, ki hidrolizira peptidno verigo vedno na C končnem delu 
verige. Svojo povezanost s progresijo tumorjev kaže z delovanjem na svoje tarče, preko 
katerih vpliva na adhezijo tumorskih celic, reorganizacijo citoskeleta in regeneracijo 
nevronov. Ravno zaradi teh lastnosti postaja katepsin X pomembna tarča pri razvoju novih 
terapevtskih učinkovin in možnosti zdravljenja rakavih obolenj (30,31).  
Namen magistrske naloge je bil opredeliti vlogo katepsina X v celicah GSCs. Pri 
svojem delu smo uporabili glioblastomsko celično linijo U87. Ta je najpogosteje uporabljena 
celična linija pri raziskovanju GBM (29). Zmožna je tvorbe majhnih skupkov celic, ki jim 
rečemo sferoidi. Ti nakazujejo na prisotnost celic GSCs v tumorski celični liniji, saj je tvorba 
sferoidnih struktur tudi lastnost tkivnih matičnih celic (15). Celice U87 smo stimulirali z 
različnimi sestavami gojišča in preverjali vpliv stimulacije na ekspanzijo celic v kompletnem 
gojišču, gojišču za nevronske matične celice in brez-serumskem gojišču. V prvem delu 
magistrske naloge smo želeli identificirati prisotnost celic GSCs. V praksi lahko to počnemo 
na več načinov in s številnimi metodami (zaznava s fenotipizacijo, kvantitativna zaznava 
tvorbe sferoidov v brez-serumskem gojišču, merjenje aktivnosti ALDH, izolacija s pretočno 
citometrijo) (21,29), pri čemer smo mi uporabili metodo štetja sferoidov in merjenja 
površinskih označevalcev. S stimulacijo celic smo želeli preveriti ali omenjeni sferoidi sploh 
nastajajo ter v kolikšni meri. Po postavljenem celičnem modelu smo poskuse opravljali pri 
treh časovnih točkah, v katerih smo opazovali morfologijo in število sferoidov, glede na 
kontrolno gojišče.  
Rezultati so pokazali prisotnost sferoidov po stimulaciji celic U87 in s tem posredno 
prisotnost celic GSCs, saj so po stimulaciji celic sferoidi nastajali v vseh gojiščih v 
odvisnosti od časa stimulacije. Vpliv sestave gojišča je prav tako vplival na morfologijo in 
število nastalih sferoidov, kar smo potrdili na dva načina. Morfologijo sferoidov smo 
pogledali pod svetlobnim mikroskopom, število nastalih sferoidov pa s štetjem le-teh v 
vdolbinicah plošče na katero smo nacepili celice U87. Pri tem smo opazili, da s stimulacijo 
celic z različno sestavo gojišča pride do povečanja števila sferoidov skozi čas stimulacije. 
Do največjega odklona je prišlo v gojišču NSM, kar je verjetno posledica rastnih faktorjev, 
ki so mu bili dodani. Ti faktorji stimulirajo celično proliferacijo in diferenciacijo, ne da bi s 
tem vplivali na lastnosti matičnih celic (49). S prvimi poskusi smo pokazali, da so celice 
U87 zmožne tvorbe sferoidov, katerih nastanek je bil nujen za nadaljnje raziskovanje. 
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Pokazali smo tudi, da stimulacija celic z različno sestavo gojišča vpliva na morfologijo in 
število samih sferoidov ter s tem tudi na ekspanzijo celic GSCs. To smo potrdili tudi z 
merjenjem izražanja CD133, ki je površinski označevalec celic GSCs. Rezultati so medseboj 
korelirali, namreč pokazali smo povečano izražanje CD133 na površini stimuliranih celic 
U87, in sicer v prisotnosti gojišča NSM glede na kontrolno gojišče. S pomočjo konfokalnega 
mikroskopa smo pridobili tudi reprezentativne slike izražanja CD133 v stimuliranih celicah 
U87. S temi smo prav tako pokazali izrazito povečanje izražanja CD133 na površini celic 
U87 v gojišču NSM z namenom ekspanzije celic GSCs, kar se je odražalo v obliki bolj 
intenzivnega obarvanja skozi časovno stimulacijo glede na kontrolno gojišče.   
Povečano izražanje peptidaz igra pomembno vlogo pri razvoju rakavih bolezni. 
Katepsin X ima dokazano vlogo v tumorskih celicah in prispeva k njihovi invazivnosti ter 
migraciji. Dokazali so tudi povečano izražanje karboksi-peptidaze v različnih tumorskih 
celicah, vendar je vloga katepsina X v TMC še dokaj neraziskana (39). Ko smo se prepričali 
v postavljen celični model, ovrednotili nastanek sferoidov in ekpanzijo celic GSCs, smo 
lahko šele začeli z vrednotenjem nivoja in izražanja katepsina X v GSCs z namenom 
pojasnjevanja vloge katepsina X v teh celicah. Celice U87 smo stimulirali z različnimi 
sestavami gojišča in zopet opazovali nastanek sferoidov pri vseh časovnih točkah. Zanimal 
nas je tudi vpliv stimulacije celic U87 na nivo izražanja in aktivnost katepsina X v GSCs. 
Rezultati so pokazali, da se je nivo izražanja znotrajceličnega katepsina X povečal v gojiščih 
NSM in SFM glede na kontrolno gojišče, medtem ko pri merjenju zunajceličnega katepsina 
X ni bilo zaznati značilnih razlik v izražanju. S tem smo pokazali, da se z ekspanzijo celic 
GSCs spreminja tudi nivo izražanja znotrajceličnega katepsina X, ne pa tudi katepsina X, 
prisotnega na površini celic. Podobno smo pokazali tudi z lokalizacijo katepisna X v celicah 
GSCs. Z reprezentativnimi slikami smo pokazali lokalizacijo katepsina X v GSCs, pri čemer 
se ta večinoma nahaja v vezikularni obliki znotraj celice. Rezultati so sovpadali z rezultati 
pretočne citometrije, hkrati pa smo pokazali tudi močnejšo kolokalizacijo katepsina X in 
CD133 in prisotnost večjega števila celic v posameznem sferoidu, po stimulaciji celic U87 
z gojiščem NSM. Poleg izražanja katepsina X v celicah GSC nas je zanimala tudi aktivnost 
peptidaze v teh celicah. Na naše veliko presenečenje smo po stimulaciji celic U87 lahko 
razbrali, da je aktivnost z ekspanzijo celic GSCs s časovno stimulacijo upadala v gojiščih 
NSM in SFM, medtem ko je v gojišču CM ostala praktično nespremenjena. Trend znižanja 
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aktivnosti katepsina X v celicah GSCs z ekspanzijo teh celic ni koreliral s prejšnjimi 
rezultati, s katerimi smo pokazali povečano izražanje katepsina X v teh celicah. Tovrstna 
odstopanja med nivojem izražanja proteina in njegove aktivnosti pri enakih pogojih 
stimulacije lahko pripišemo postranslacijskim modifikacijam. Protitelo, s katerim smo 
ovrednotili nivo izražanja, prepozna tudi pro-obliko encima, ne pa le zrele oblike, kar lahko 
delno pojasnjuje naše rezultate. Hkrati smo nivo izražanja kot tudi aktivnost katepsina X 
opazovali pri enakih časovnih točkah, pri čemer bi bilo smiselno samo aktivnost encima 
spremljati bolj pogosto, torej v bistveno krajših časovnih intervalih po stimulaciji celic, saj 
je aktivnost encima odvisna od dinamične znotrajcelične kaskade reakcij. 
Pri prekomernem izražanju so proteaze vpletene v številne patološke procese. V 
primeru prekomernega izražanja katepsina X je poznana vpletenost v razvoj in progresijo 
nevrodegenerativnih bolezni ter bolezni raka. Ravno zato so se znanstveniki zadnje 
desetletje usmerili v raziskovanje katepsina X kot nove tarče pri zdravljenju patologij z 
namenom razvoja novih terepevtskih učinkovin. Da bi opredelili njegovo vlogo v GBM, 
moramo vedeti tudi kaj se dogaja ob zaviranju njegovega delovanja. Obstaja več poti po 
katerih lahko vplivamo na patološke procese, ki vključujejo katepsin X. Tu so se proteazni 
zaviralci pokazali kot najbolj učinkovito farmakološko orodje. Pri eksperimetalnem delu 
smo uporabljali zaviralec AMS36, ki je specifičen za katepsin X. Gre za sintezni zaviralec, 
ki zavre delovanje katepsina X ireverzibilno. Zanimal nas je predvsem vpliv zaviralca 
AMS36 na nastanek sferoidov. Celice U87 smo po enakem celičnem modelu, stimulirali ob 
prisotnosti in odsotnosti zaviralca AMS36 pri različnih časovnih točkah. Najprej smo v vsaki 
izmed teh preverjali vpliv zaviralca na morfologijo nastalih sferoidov in njihovo število po 
ekspanziji celic GSCs. Izkazalo se je, da zaviralec katepsina X vpliva na tvorbo sferoidov, 
saj smo tako v gojišču CM kot v gojišču NSM pokazali povečanje števila sferoidov ob 
prisotnosti AMS36. Z utišanjem gena za katepsin X smo slednje tudi potrdili, saj smo opazili 
podoben trend povišanja števila sferoidov ob transfekciji celic U87 z siRNA za katepsin X 
v primerjavi s celicami tranfeciranimi s kontrolno siRNA. Nadaljnje smo pokazali tudi vpliv 
zaviralca na izražanje površinskih označevalcev celic GSCs. Rezultati pretočne citometrije 
so sicer pokazali trend povečanja izražanja CD133 ob prisotnosti AMS36 v obeh gojiščih, 
vendar te spremembe niso bile statistično značilne. Pri delu z biološkim materialom lahko 
hitro pride do nekonsistentnosti med izvedenimi poskusi, zato lahko v tem primeru to 
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pripišemo majhnemu številu ponovitev poskusa. Hkrati smo vpliv zaviralca na izražanje 
površinskih označevalcev preverili tudi s konfokalno mikroskopijo. Reprezentativne slike 
so se skladale s trendom povečanja izražanja CD133, ki smo ga pokazali s pretočno 
citometrijo. V gojiščih CM in NSM smo pokazali povečano izražanje obeh površinskih 
označevalcev, CD133 in Nestina ob prisotnosti zaviralca AMS36.  
V zadnjem delu eksperimentalnega dela smo se osredotočili še na vpliv zaviralca 
katepsina X na izražanje F-aktina, saj naj bi imel katepsin X vlogo tudi pri reorganizaciji 
celičnega citoskeleta predvem preko vplivanja na profilin-1. To je beljakovina, ki skrbi za 
ravnotežje med monomerno in polimerno obliko aktina v celicah in posledično tako 
uravnava aktinsko polimerizacijo. Aktin se nahaja v citoskeletu celic in sodeluje pri 
pomembnih celičnih procesih, kot je na primer celična delitev, celična gibljivost in 
vzdrževanje celične oblike (38). Izražanje katepsina X deluje na profilin-1, tako da cepi 
njegovo aktivno mesto za aktin na C končnem tirozinu in tako posredno vpliva na aktinsko 
polimerizacijo. V nekaterih raziskavah so sicer potrdili, da z zaviranjem katepsina X 
dosežemo povečanje v aktinski polimerizaciji in s tem povezano povečano diferenciacijo 
živčnih celic (34,38). V našem primeru tega nismo mogli potrditi, saj po ekspanziji celic 
GSCs ob prisotnosti zaviralca AMS36 ni prišlo do povečanja izražanja F-aktina. Medtem pa 
smo s pomočjo konfokalnega mikroskopa pokazali izrazitejšo kondenzacijo F-aktina ob 
prisotnosti zaviralca AMS36 tako v kontrolnem gojišču, kot tudi gojišču NSM: Slednje 
nakazuje, da zaviranje katepsina X vpliva na re-organizacijo aktinskega citoskeleta, ne pa 
tudi na nivo izražanja F-aktina.  
Za natančnejšo opredelitev nivoja izražanja in aktivnosti katepsina X v GMC kot tudi vloge 
slednjega encima pri delovanju GMC bi bila potrebna izolacija le-teh celic, saj smo imeli po 
stimulaciji celic U87 heterogeno populacijo celic. Kakor koli, pridobljeni rezultati 
nakazujejo na pomembno vlogo katepsina X v celicah GSCs. Pokazali smo, da dosežemo s 
stimulacijo glioblastomskih celic ekspanzijo celic GSCs. Hkrati pa smo pokazali, da ta 
ekspanzija celic GSCs vpliva tudi na izražanje in nivo katepsina X v teh celicah, namreč z 
ekspanzijo njegovo izražanje narašča v znotrajceličnem prostoru. V tumorskih tvorbah so 
celice urejene v hierarhiji, na vrhu te pa se nahajajo TMC. Da bi lahko vplivali na lastnosti 
teh celic, moramo dodobra poznati proteine in celične komponente, ki tvorijo njihovo 
mikrookolje. S poznavanjem in vplivanjem na te molekule, lahko potem posredno vplivamo 
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tudi na želene TMC. Zato smo tudi mi želeli, na primeru glioblastoma, pokazati lastnosti 
katepsina X, ki se torej povišano izraža v celicah GSCs in ima tudi pomembno vlogo v 
uravanavanju teh celic. Model ekspanzije celic GSCs smo opazovali tudi ob prisotnosti 
ireverzibilnega zaviralca katepsina X in s tem pokazali, da z zaviranjem katepsina X lahko 
vplivamo na uravanavanje celic GSCs. Prav zato katepsin X predstavlja pomembno tarčo v 
obravnavanju GBM, zatorej bi se bilo v prihodnje potrebno usmeriti v druge mehanizme 
uravnavanja te peptidaze in njenih potencialnih tarč v GBM. 
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6 SKLEPI 
V magistrski nalogi smo se osredotočili na določanje vloge katepsina X v celicah GSCs. Pri 
tem smo prišli do ugotovitev, ki nakazujejo pomembno vlogo v progresiji GBM. V prvem 
delu smo pokazali, da je glioblastomska celična linija U87 sposobna tvorbe celičnih 
skupkov, sferoidov, ki potrjujejo prisotnost celic GSCs. Pri stimulaciji celic U87 z različnimi 
sestavami gojišča smo lahko opazili, da se s stimulacijo poveča število sferoidov in izražanje 
proteina CD133, ki je površinski označevalec celic GSCs. S tem smo pokazali, da pride v 
celicah U87 do ekspanzije celic GSCs ob stimulaciji z gojiščem NSM, ki ima dodane rastne 
faktorje.  
V drugem delu naloge smo se osredotočili na nivo izražanja in lokalizacijo katepsina 
X v celicah GSCs. Z različnimi metodami smo pokazali, da se značilno poveča nivo izražanja 
znotrajceličnega katepsina X, ne pa tudi nivo izražanja zunajceličnega katepsina X. S 
konfokalno mikroskopijo smo pokazali tudi lokalizacijo katepsina X v celicah GSCs in 
kolokalizacijo encima s proteinom CD133, ki je bila izrazitejša ob stimulaciji celic z 
gojiščem NSM. 
V zadnjem delu magistrske naloge smo ovrednotili vpliv specifičnega zaviralca 
katepsina X na ekspanzijo celic GSCs. Izkazalo se je, da ob prisotnosti zaviralca AMS36 
pride do povečanja v številu sferoidov v obeh gojiščih, CM in NSM, s katerima smo 
stimulirali celice U87. Hkrati pa smo tudi s povečanim izražanjem CD133 na površini 
stimuliranih celic U87 ob prisotnosti zaviralca katepsina X, potrdili vpliv zaviralca na 
ekspanzijo celic GSCs. Vse ugotovitve nas vodijo do spoznanja, da katepsin X predstavlja 
možno tarčo pri obravnavanju GBM, s katero bi lahko pomembno vplivali na lastnosti celic 
GSCs. 
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